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POVZETEK 
Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) je hem vsebujoči citosolni encim, ki katalizira prvo 
stopnjo pretvorbe triptofana, pri tem kot glavni toksični metabolit nastaja kinurenin. 
Pomanjkanje triptofana in povečana koncentracija kinurenina v tumorskem mikrookolju 
vpliva na tri signalne poti v celici, kar vodi do prekritja tumorskih celic imunskemu 
sistemu in s tem do napredovanja bolezni. K napredovanju bolezni prav tako prispeva z 
IDO1 povzročena neovaskularizacija. Iz teh razlogov predstavlja IDO1 zanimivo 
potencialno tarčo v imunoterapiji raka. Trenutno je v kliničnih študijah kar nekaj 
zaviralcev IDO1. Študije pa kažejo predvsem na sinergistično delovanje v kombinaciji z 
uveljavljenimi načini zdravljenja raka.  
Namen naše naloge je bil na osnovi 3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
sintetizirati in biokemijsko ovrednotiti nove zaviralce IDO1, od katerih bi vsaj eden zaviral 
delovanje encima v nizkem mikromolarnem območju. Prav tako pa smo želeli v sklopu 
magistrske naloge optimizirati s stališča izkoristkov in čistosti intermediatov najbolj 
problematičen korak splošne sintezne poti, ki ga predstavlja sinteza izoksazol-4-
karboksamida. Sinteza novih zaviralcev IDO1 je temeljila na večstopenjski sintezni poti, s 
katero smo pripravili devet končnih spojin, ki smo jim z različnimi analitskimi tehnikami 
potrdili istovetnost in čistost. Z biokemijskim testiranjem na osnovi merjenja fluorescence 
pa smo ovrednotili njihovo zaviralno delovanje na IDO1.  
V nizkem mikromolarnem območju so svoje vrednosti IC50 imele tri spojine, in sicer 31, 
32 in 33. Kot najmočnejši zaviralec IDO1 pa se je izkazal 2-(3-(3,4-difluorofenil)-4-
oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)-N-(4-nitrofenil)acetamid (31) z vrednostjo IC50 
68,48 µM. Na osnovi analize molekulskega sidranja spojine 31 v aktivno mesto encima 
smo poizkušali napovedati potencialne interakcije, ki jih spojina 31 tvori z 
aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu. Na osnovi naših rezultatov lahko zaključimo, 
da spojina 31 predstavlja pomembno izhodišče za nadaljnje raziskave in razvoj močnejših 
novih zaviralcev IDO1 kot potencialnih protitumornih učinkovin.  
Ključne besede: indolamin 2,3-dioksigenaza 1 zaviralci, imunoterapija raka, metabolizem 
triptofana, imunski pobeg  
 ix 
 
ABSTRACT 
Indolamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) is a heme-containing cytosolic enzyme that 
catalyzes the first step of tryptophan metabolism, which leads to the formation of 
kynurenine as the major toxic metabolite. Lack of tryptophan and increased concentration 
of kynurenine in the tumor microenvironment affects three signaling pathways in the cell, 
leading to the immune escape of tumor cells and disease progression. IDO1-induced 
neovascularization also contributes to disease progression. For these reasons, IDO1 
represents an interesting potential target in cancer immunotherapy. There are currently 
quite a few IDO1 inhibitors in clinical trials. So far the findings show a synergistic effect 
in combination with established treatments for cancer. 
The aim of our thesis was to synthesize and biochemically evaluate novel IDO1 inhibitors 
on the basis of 3-phenylisoxazolo[5,4-d]pyrimidin-4(5H)-one in order to obtain at least one 
inhibitor in the micromolar range. Furthermore, we also wanted to optimize the yields and 
purity of intermediates of the most problematic step of the general synthetic pathway, 
which is the synthesis of isoxazole-4-carboxamide. The synthesis of new IDO1 inhibitors 
was based on the multi-step synthetic route, which was used to prepare nine final 
compounds. Their identity and purity was confirmed by various analytical techniques. 
Biochemical evaluation based on fluorescence measurement was used to determine their 
inhibitory activity on IDO1.  
Three compounds (31, 32 and 33) had their IC50 values in low micromolar range. The most 
potent inhibitor of IDO1 was 2-(3-(3,4-difluorophenyl)-4-oxoisoxazolo[5,4-d]pyrimidin-
5(4H)-yl)-N-(4-nitrophenyl)acetamide (31) with an IC50 value of 68,48 μM. Based on the 
molecular docking of compound 31 into the enzyme's active site we predicted potential 
interactions of 31 with amino acid residues. According to results obtained for 31 it 
represents an important starting point for further research and development of more potent 
new IDO1 inhibitors as potential anticancer agents. 
 
Keywords: indolamine 2,3-dioxygenase 1 inhibitors, cancer immunotherapy, tryptophan 
metabolism, immune escape  
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λ oznaka za valovno dolžino 
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1. UVOD 
1.1. RAK 
Rak je kompleksen patološki proces, ki se klinično kaže v več kot 100 različnih boleznih, 
le-te pa imajo skupen izvor – spremenjeni genom. Na celični ravni gre za nekontrolirano 
razmnoževanje in razraščanje spremenjenih celic v telesu, kar vodi do nastanka tumorja 
(neoplazme) (1). Benigni tumorji so grajeni iz celic, ki so podobne normalnim, vendar 
nimajo fiziološke vloge za telo in imajo le omejeno sposobnost rasti, zato se ne razširjajo v 
druge dele telesa in se po odstranitvi z operativnim posegom praviloma ne ponovijo. O 
raku govorimo, ko benigni tumorji v procesu maligne transformacije postanejo maligni, 
kar pomeni, da so grajeni iz izrojenih celic, ki se neurejeno in nenadzorovano delijo, 
razraščajo in se vraščajo v okoliška tkiva ter metastazirajo v oddaljena tkiva preko krvnega 
ali limfnega obtoka (2). Dejavnike za nastanek tumorja lahko razdelimo na notranje in 
zunanje. Kljub temu, da včasih prevladujejo notranji dejavniki drugič zunanji dejavniki, pa 
gre za interakcijo obojih. Verjetnost večkratnih genetskih sprememb narašča s starostjo in 
je odvisna od spola, genetske predispozicije in zunanjih dejavnikov, ki so lahko fizikalni, 
biološki ali kemični. Razdelitev kancerogenih dejavnikov prikazuje Slika 1 (1).  
 
Slika 1: Razdelitev kancerogenih dejavnikov. Prirejeno po (1). 
Prvi pogoj za kancerogenezo je neučinkovito delovanje popravljalnih mehanizmov v celici, 
kar povzroči genomsko nestabilnost celice, le-to pa omogoča celici, da nabere kritično 
število mutacij, potrebnih za dokončno maligno transformacijo. Za pravilnost 
podvojevanja DNA in aktivacijo popravljalnih mehanizmov skrbijo tumor supresorski 
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geni, ki normalno nosijo zapis za beljakovine, ki prekinejo celično razmnoževanje, v 
primeru mutacije pa je njihov produkt funkcionalno neaktiven (3). Na drugi strani pa 
protoonkogeni nosijo zapis za beljakovine, ki izzovejo celično razmnoževanje. Mutacije 
povzročijo njihovo aktivacijo in s tem spremembo protoonkogenov v onkogene. Ti nosijo 
zapis za beljakovine, ki povzročijo nenadno nenadzorovano celično delitev in pospešeno 
neoplastično preobrazbo celic. K nastanku raka pa prispevajo tudi mutacije v genih, ki 
sodelujejo pri popravljanju neletalnih poškodb DNA, mutacije v genih, ki uravnavajo 
apoptozo in aktivacija encima telomeraze, ki preprečuje krajšanje telomer (1).  
Na srečo je naš organizem zasnovan tako, da morajo neoplastične celice premagati številne 
prepreke, da postanejo maligne in nesmrtne, pri tem ima ključno vlogo naš imunski sistem. 
Njegova naloga je, da transformirane celice prepozna kot tuje in jih odstrani. Imunskemu 
sistemu se lahko izognejo tiste celice, ki tvorijo različne antigene, ki jih imunski sistem ne 
prepozna ali pa začnejo izražati molekule, ki uničujejo celice imunskega sistema (1). 
Proces, pri katerem se celice zaradi velikega prilagoditvenega potenciala spremenijo in 
pobegnejo odzivu imunskega sistema, nato pa vplivajo nanj imenujemo imunsko 
preurejanje. Sestavljajo ga tri faze: eliminacija, ravnovesje in imunski pobeg. V prvi fazi 
imunski sistem skrbi za pospešeno prepoznavanje tumorskih celic in njihovo odstranitev še 
preden postanejo klinično zaznavne (4). V primeru, da z eliminacijo imunski sistem 
popolnoma odstrani tumor, je to končna točka imunskega preurejanja. V primeru, da 
tumorske celice niso popolnoma odstranjene, te vstopijo v fazo ravnovesja, ki lahko traja 
tudi po več let (5). Za to fazo je značilno aktivno odstranjevanje tumorskih celic, ki je v 
ravnovesju s povečanim pomnoževanjem tumorskih celic (3). Na tem mestu je še možen 
prehod v fazo eliminacije in posledično popolna odstranitev tumorja. V primeru, da 
imunski sistem ne zmore več nadzorovati razvoja tumorja, govorimo o prehodu v fazo 
imunskega pobega, kjer lahko tumor nemoteno raste in se širi po telesu - metastazira (4).   
Z delitvijo rakavih celic postaja neoplazma čedalje večja, zato pride v njenem središču do 
pomanjkanja kisika in hranil, rakave celice pa začnejo propadati. Zato nekatere rakave 
celice izzovejo angiogenezo, kar pomeni, da začnejo same izdelovati tumorske angiogene 
dejavnike, ki izzovejo rast novih kapilar (1). 
Rakava obolenja predstavljajo drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu. Po ocenah 
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strokovnjakov Mednarodne agencije za raziskovanje raka je v letu 2018 za rakom zbolelo 
nekaj več kot 18 milijonov ljudi po vsem svetu, umrlo pa več kot 9,5 milijonov (6). 
Osnovni kazalniki bremena raka v Sloveniji kažejo, da le-ta spada med največje 
javnozdravstvene probleme slovenske družbe. V Sloveniji so v letu 2018 zabeležili 13503 
novih primerov obolelih in nekaj več kot 6 tisoč smrti (7). Svetovno gledano je 
najpogostejši pljučni rak, ki povzroči tudi največ smrti. V Sloveniji je pri moških 
najpogostejši rak prostate, pri ženskah rak dojke, ne glede na spol pa je najpogostejši 
kolorektalni rak (6,7). Tudi iz ekonomskega vidika predstavlja rak veliko breme za 
Slovenijo. Leta 2018 so rakava obolenja državo stala 616 milijonov €, od tega je bilo kar 
105 milijonov € porabljenih za zdravila (8). 
1.1.1. ZDRAVLJENJE RAKA 
Poznamo tri temeljne načine zdravljenja raka: kirurško zdravljenje, zdravljenje z 
obsevanjem (radioterapija) in sistemsko zdravljenje z zdravili, ki se največkrat uporablja v 
kombinaciji s prvim ali drugim načinom zdravljenja. Zdravila, ki se uporabljajo za 
sistemsko zdravljenje raka so: citostatiki (kemoterapija), hormonska zdravila (hormonsko 
zdravljenje) in biološka zdravila (tarčno zdravljenje in imunoterapija) (9). 
Zdravljenje s kemoterapijo spada med najstarejše načine zdravljenja. Citostatiki so 
neselektivni in delujejo na vse hitro deleče celice, tako na rakave kot normalne, zato je 
odmerjanje in režim zdravljenja odvisen od njihovega delovanja na normalne celice. Smrt 
celice je posledica delovanja citostatikov na celično delitev. Pri hormonskem zdravljenju 
gre za zniževanje ravni spolnih hormonov ali preprečevanje vezave le-teh na hormonske 
receptorje. Uporablja se za zdravljenje hormonsko odvisnega raka dojk ali prostate. 
Biološko zdravljenje rakavih obolenj predstavlja najnovejši način sistemskega zdravljenja 
raka in zajema tarčno zdravljenje ter imunoterapijo. Pri tarčnem zdravljenju gre za 
delovanje na določene strukture v rakavi celici ali njeni okolici, ki so osnova za 
selektivnost delovanja tarčnih zdravil. Tarče najpogosteje predstavljajo receptorji za rastne 
dejavnike na membrani rakave celice ali v žilju tumorja in signalne poti v celici, ki vodijo 
celico v malignost in nesmrtnost. Zdravljenje je najučinkovitejše, ko lahko zanesljivo 
določimo tarčo v tumorskem tkivu in zdravimo samo bolnike s prisotno tarčo v tumorju 
(3).  
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1.1.1.1. IMUNOTERAPIJA RAKA  
V središču delovanja imunskega sistema je proces zaznave antigenov, ki so preko 
receptorjev poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti (MHC) predstavljeni limfocitom T 
in interakcija med T-celičnim antigenskim receptorjem (TCR) in antigenom na površini 
antigen predstavitvenih celic (APC) (10,11). Omenjena interakcija povzroči aktivacijo 
limfocitov T, ki je uravnavana s strani številnih koinhibitornih ali kostimulatornih molekul 
na površini APC. Nekateri TCR lahko navzkrižno reagirajo s telesu lastnimi antigeni, kar 
lahko povzroči avtoimunski odziv, zato številne kontrolne točke imunskega odziva 
regulirajo aktivacijo limfocitov T. S citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4 (CTLA-4) 
se smatra kot glavna zaviralna točka imunskega odziva, ki že v bezgavkah prepreči 
delovanje limfocitov, na ravni predstavitve antigena s strani dendritskih celic. Naslednja 
pomembna točka je receptor programirane celične smrti 1 (PD-1), ki predvsem v perifernih 
tkivih uravnava delovanje aktiviranih limfocitov T v kasnejših fazah imunskega odziva 
(11).   
Na površini naivnih limfocitov T imamo kostimulatorni receptor CD28, ta po vezavi 
ligandov CD80/86 prisotnih na površini APC povzroči aktivacijo limfocitov T. Aktivirani 
limfociti so celice T pomagalke (CD4+), celice T ubijalke (CD8+) in regulatorni limfociti 
T (Treg). Ti imajo na svoji površini poleg kostimulatornega receptorja CD28 tudi 
koinhibitorni receptor CTLA-4, ta ima večjo afinitetov do liganda CD80/86 kot CD28 in 
tako preprečuje preobsežno aktivacijo imunskega sistema. Vezava CD80/86 na CTLA-4  
na efektorske limfocite T CD4+ in CD8+ povzroči  zaustavitev celičnega cikla, vezava na 
Treg pa ojača njihovo imunosupresivno delovanje (12). Naslednji koinhibitorni receptor, ki 
se pojavlja na aktiviranih limfocitih T in B ter makrofagih je PD-1. Ta po vezavi liganda za 
receptor programirane celične smrti 1 (PD-L1) ali liganda za receptor programirane celične 
smrti 2 (PD-L2) zavira delovanje limfocitov T, saj spodbuja apoptozo antigen specifičnih 
celic T in zavira apoptozo Treg (4). 
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Slika 2: Imunske kontrolne točke. Prirejeno po (3,12). 
V zadnjih letih je prišlo do pomembnega napredka pri zdravljenju raka s spodbujanjem 
lastnega imunskega odziva organizma z zaviralci kontrolnih točk imunskega odziva (CPI, 
angl. Checkpoint Inhibitors). Ta zdravila preprečijo malignim celicam, da bi se izognile 
imunskemu odzivu in omogočijo delovanje limfocitov T ter drugih celic imunskega odziva 
proti rakavim celicam. Leta 2018 sta James P. Allison in Tasuku Honjo prejela Nobelovo 
nagrado za fiziologijo in medicino. Oba sta neodvisno pokazala, da zaviralci kontrolnih 
točk CTLA-4 in PD-1 odpravijo inhibicijo imunskega odziva. Danes pa se pri zdravljenju 
nekaterih vrst raka (melanom, karcinom ledvic in nedrobnocelični karcinom pljuč) že 
uporabljajo zaviralci kontrolnih točk CTLA4, PD-1 in PD-L1 v obliki monoklonskih 
protiteles (4).  
Preglednica I: CPI odobreni s strani EMA. Prirejeno po (4). 
Imunska 
kontrolna točka 
Učinkovina  Lastniško 
ime  
Imetnik dovoljenja 
za promet 
Leto odobritve 
v EU 
CTLA-4 ipilimumab Yervoy BMS 2011 
PD-1 
pembrolizumab Keytruda Merck 2015 
nivolumab Opdivo BMS 2015 
cemiplimab Libtayo Regeneron 2019 
PD-L1/PD-L2 
atezolizumab Tecentriq Roche 2017 
avelumab Bavencio Merck in Pfizer 2017 
durvalumab Imfinzi AstraZeneca 2018 
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Glavna prednost imunoterapijskega zdravljenja rakavih obolenj z monoklonskimi 
protitelesi je njihova dobra farmakodinamika, kar se kaže v doseganju visoke učinkovitost 
in specifičnost. Na drugi strani njihov problem predstavljajo slabe farmakokinetične 
lastnosti. Imajo namreč dolgo razpolovno dobo, slabo prehajajo celične membrane in 
tumorska tkiva, lahko jih apliciramo samo parenteralno in lahko povzročijo imunogenost – 
nastanek protiteles (angl. Anti-drug antibodies) ter s tem resne neželene učinke. Prav tako  
je njihova proizvodnja zahtevna in draga. Zaradi omenjenih pomanjkljivosti monoklonskih 
protiteles pa dandanes majhne molekule predstavljajo pomemben predmet raziskav v 
imunoonkologiji. Te dosegajo boljše farmakokinetične lastnosti, in sicer imajo boljšo 
biološko uporabnost pri per os aplikaciji, bolje prehajajo celične membrane in tumorska 
tkiva, imajo krajšo razpolovno dobo, hkrati pa so še vedno zelo selektivne in učinkovite. 
Majhne molekule kažejo svoj potencial tako v monoterapiji, kot tudi pri kombiniranem 
zdravljenju z monoklonskimi protitelesi, s katerimi dosegajo sinergistične učinke (13). Ena 
iz med možnih poti doseganja le-teh je delovanje na proteine ali receptorje v tumorskem 
mikrookolju (IDO1,  A2A adenozinski receptor, arginaza) (13,14). 
1.2. INDOLAMIN 2,3-DIOKSIGENAZA 1  
Indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO) je znotrajcelični, monomerni citosolni encim, sestavljen 
iz zaporedja 407 aminokislin, v telesu pa katalizira prvo stopnjo pretvorbe triptofana (Trp) 
(15). Obstajata dve izoformi encima, in sicer indolamin 2,3-dioksigenaza 1 (IDO1) in 
indolamin 2,3-dioksigenaza 2 (IDO2), ki si delita le 43 % identičnost aminokislinskega 
zaporedja, zaradi česar imata različne lastnosti, tkivno specifičnost in biološko vlogo. 
IDO1 je prisoten v večini tkiv (v placenti, pljučih, črevesju, jetrih, vranici, ledvicah, 
želodcu in možganih), med tem ko se IDO2 nahaja le v ledvičnih tubulih, jetrih in moških 
spolnih celicah ter v primerjavi z IDO1 pretvori mnogo manj Trp, njegova fiziološka vloga 
pa ostaja neznana. (16). IDO1 v telesu z zniževanjem prisotnosti Trp v vnetnem okolju 
preprečuje rast mikroorganizmov in ima osrednjo vlogo v času nosečnosti, ko materi 
zagotavlja imunsko toleranco do antigenov fetusa in s tem preprečuje zavrnitev ploda s 
strani imunskega sistema. IDO1 kodira gen za IDO1, ki se nahaja na krajši ročici 
kromosoma 8, na mestu 11.21 in vsebuje 10 eksonov (17,18). Kristalne strukture encima 
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so pokazale, da je sestavljen iz dveh lipofilnih žepov, in sicer žepa A s prostetično skupino 
hem, ki je ključna za delovanje encima in žepa B, ki predstavlja vhod v aktivno mesto. Za 
delovanje encima oz. prenos kisika v pirolni obroč mora biti železo v centru hema v 
reducirani obliki (Fe2+). Zaradi nagnjenosti encima k avtooksidaciji pa je potrebna tudi 
stalna prisotnost reducentov (citokrom reduktaze in citokroma b5) (19). 
1.2.1. KINURENINSKA PRESNOVNA POT 
Trp je esencialna aminokislina, ki se v telesu pretvori do melatonina, serotonina, niacina, 
avksina in kinurenina. Pretvorbo L-Trp do N-formil-L-kinurenina (NFK) v telesu 
katalizirajo hem vsebujoče dioksigenaze: IDO1, IDO2 in triptofan 2,3-dioksigenaza 
(TDO). TDO je tkivno specifičen encim, ki se nahaja samo v jetrih in regulira pretvorbo 
Trp glede na našo prehrano (17,20). TDO je prav tako bolj substratno specifičen, saj je 
zmožen le oksidacije L-Trp, medtem ko IDO1 katalizira oksidacijo L- in D-Trp (21). 
Omenjeni encimi omogočajo cepitev 2,3- dvojne vezi indolnega obroča Trp in vezavo 
kisika na mesti 2 in 3. NFK se nato spontano ali s pomočjo kinurenin formamidaze 
hidrolizira do L-kinurenina (16). Tekom nadaljnje pretvorbe L-kinurenina nastanejo tudi  
3-hidroksi-L-kinurenin, 3-hidroksiantranilat in kinolinska kislina, ki pa prav tako vplivajo 
na imunski odziv (21). 
 
Slika 3: Oksidacija L-Trp do L-kinurenina. Prirejeno po (22,23). 
Kinureninska presnovna pot predstavlja enega iz med najpomembnejših mehanizmov 
prekritja tumorskih celic imunskemu sistemu. Lokalno pomanjkanje Trp ali prisotnost 
kinurenina in njegovih metabolitov v tumorskem mikrookolju (TME) povzroči zaviranje 
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delovanja citotoksičnih limfocitov T, naravnih celic ubijalk (NK) in diferenciacijo ter 
aktivacijo Treg, s tem pa angiogenezo tumorja in napredovanje bolezni (18).  
1.2.2. MEHANIZMI PREKRITJA TUMORSKIH CELIC IMUNSKEMU SISTEMU  
Glavni učinki pomanjkanja Trp in prisotnosti toksičnega kinurenina in njegovih 
metabolitov v TME se kažejo v vplivu na tri vrste signalnih poti v efektorskih celicah (17): 
1. Aktivacija GCN2 (angl. general control nondepressible 2) poti: Zaradi lokalnega 
pomanjkanja Trp in nalaganja nenabite trp-tRNA v celicah, pride do aktivacije 
proteinske kinaze GCN2, kar omeji ali spremeni translacijo proteinov zaradi 
zmanjšane aktivnosti eukariotskega iniciacijskega faktorja (eIF-2α) in posledično 
oslabi transkripcijo RNA, zaradi česar se poviša koncentracija interleukina 6 (IL-6) 
in kemokinskega liganda 2 (CCL2). To vodi do prekinitve celične delitve, 
avtofagije in anergije citotoksičnih limfocitov T CD8+ in promocije diferenciacije 
limfocitov T CD4+ v Treg ter zaviranja diferenciacije v Th2 (17,18,24).  
2. Blokada mTOR (tarča rapamicina pri sesalcih) poti: Lokalno pomanjkanje Trp 
povzroči moteno signalizacijo med glukokinazo 1 (GLK1)  in kompleksom 1 
mTOR (mTORC1), zaradi česar pride do inhibicije mTORC1 in posledično do 
avtofagije in anergije limfocitov T v TME, promocije diferenciacije limfocitov Treg 
in zaviranja diferenciacije linij Th1, Th2 in Th17 (18,19). 
3. Aktivacija AhR (receptor za arilne ogljikovodike) poti: Kinurenin se kot endogeni 
ligand veže na AhR, kar vodi do zaviranja diferenciacije limfocitov T CD4+ v 
Th17 in promocije diferenciacije v Treg (17,18). 
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Slika 4: Signalne poti, ki jih sproži delovanje IDO1. Prirejeno po (18). 
1.2.3. VLOGA IDO1 PRI RAKU 
Kot že omenjeno, je IDO1 prisoten v skoraj vseh zdravih tkivih, njegova aktivnost pa je pri 
nepatoloških razmerah zanemarljiva. Pri raku pride do povečanega izražanja encima v 
TME pri tumorskih celicah, APC (makrofagi, dendritične celice (DC)) in pri celicah, ki so 
povezane s tumorjem (endotelijske celice, fibroblasti, stromalne celice), da se vzpodbudijo 
patogeni vnetni procesi, ki vodijo do imunosupresije (25). Izražanje IDO1 sprožajo vnetni 
citokini, kot so IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10 itd. (21).  
Poleg imunosupresije IDO1 povzroča tudi neovaskularizacijo, ki pomembno vpliva na 
razvoj, napredovanje in metastaziranje tumorja (25). Vnetni citokin IL-6 vzpodbuja 
neovaskularizacijo in skupaj z IDO1 deluje po principu pozitivne povratne zveze (26,27). 
Na drugi strani pa IFN-γ zavira neovaskularizacijo, vendar pa skupaj z IDO1 deluje po 
principu negativne povratne zveze, kar pomeni, da IDO1 deluje zaviralno na IFN-γ in tako 
pride do omejenega anti-angiogenega učinka, ki ga sicer ima IFN-γ (27). 
Pri več kot 50% tumorjev je encim IDO1 prekomerno izražen, hkrati pa njegovo prisotnost 
v tumorskih celicah povezujejo s slabo prognozo bolezni, zato predstavlja zanimivo tarčo 
za zdravljenje raka. Na žalost pa zaviralci IDO1 zaenkrat v monoterapiji ne dosegajo 
ustrezne protitumorne učinkovitosti in se trenutno v praksi testirajo v kombinaciji s 
kemoterapijo, radioterapijo ali drugimi zaviralci tarč imunskega sistema (16,17). 
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1.2.4. POVEZAVA MED IDO1 IN IMUNSKIMI KONTROLNIMI TOČKAMI 
Kljub nekaterim predkliničnim študijam, ki so pokazale sinergistični učinek kombinirane 
terapije z zaviralci IDO1 in CPI ostaja mehanizem in povezava med njimi v glavnem 
neznana. Do sedaj je bilo ugotovljeno, da je delovanje IDO1 povezano z večimi 
kontrolnimi točkami, tako CLTA-4, kot tudi PD-1 in PD-L1/PD-L2. Vezava CD80/86 na 
CTLA-4 na DC povzroči izražanje IDO1 preko INF-γ. Preko istega vnetnega citokina 
IDO1 aktivirajo tudi efektorski limfociti T, ki so bili aktivirani s strani CPI (28). Izražanje 
IDO1 v DC je lahko tudi posledica interakcije med PD-1 in PD-L1 ali PD-L2, prav tako pa 
izražanje IDO1 v DC lahko povzročijo Treg, ki na svoji površini izražajo CTLA-4. Obstaja 
tudi obratna povezava, kjer povečano izražanje IDO1 pri tumorjih povzroči povečano 
izražanje kontrolnih točk, med drugim povzroči izražanje PD-1 na Treg in PD-L1 ter PD-L2 
na DC (25,28,29). Naslednjo povezavo med IDO1 in kontrolno točko PD-1 so pokazale 
predklinične študije na mišjih modelih, ker so ugotovili, da je rezistenca na zdravljenje z 
zaviralci PD-1 lahko posledica neverjetno dobre mikrobiote, ki jo povzroča IDO1 (25).  
1.3. ZAVIRALCI IDO1 V KLINIČNIH TESTIRANJIH 
Trenutno se v kliničnih študijah nahaja kar nekaj zaviralcev IDO1 in hkrati še vedno ostaja 
odprto vprašanje, kateri spojini bo prvi uspelo prestati vse faze kliničnih študij in tako priti 
na tržišče. Pri indoksimodu, epacadostatu, navoksimodu in linrodostatu je bilo opravljenih 
že kar nekaj študij, medtem ko pri novejših zaviralcih IDO1 (PF-06840003, NLG802, 
SHR9146, KHK2455, LY3381916, MK-7162) še ni veliko znanega, vsekakor pa 
obljubljajo obetajoče rezultate za prihodnost zdravljenja različnih vrst raka (30). 
 11 
 
 
Slika 5: Strukture nekaterih IDO1 zaviralcev. Prirejeno po (17,31). 
Indoksimod je bil prvi, ki je kazal in vivo protitumorni učinek v monoterapiji. Omenjeno 
spojino so razvili pri NewLink Genetics. Kot zdravilo sirote je s strani Food and Drug 
Administration (FDA) odobren za zdravljenje melanoma stadija IIb in IV (25,13). 
Mehanizem delovanja indoksimoda je neznan, najverjetneje pa naj bi deloval samo na 
mTOR signalno pot. Sprva so bile zelo obetajoče predklinične študije, ki so pokazale 
zaviranje rasti tumorja pri melanomu, raku dojk, in s kolitisom povezanega raka, na žalost 
pa njegovo delovanje kot samostojne učinkovine v kliničnih študijah faze I in II ni bilo 
potrjeno. Bolj obetajoče rezultate so pokazale klinične študije, kjer indoksimod uporabljajo 
v kombinaciji s CPI, predvsem z zaviralci PD-1. V primeru kombinacije indoksimoda in 
pembrolizumaba je v fazi II klinične študije bilo dokazano sinergistično delovanje pri 
zdravljenju napredovalnega melanoma. Prav tako so v fazi II klinične študije s 
kombinacijo indoksimoda z nivolumabom dokazali obetajoče rezultate pri zdravljenju 
napredovanega melanoma, ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu (30). 
Epacadostat je bil razvit s strani biofarmacevtskega podjetja Incyte Corporation. Je zelo 
selektiven zaviralec IDO1, ki bi naj zmanjšal diferenciacijo limfocitov T v Treg in povečal 
aktivnost citotoksičnih limfocitov T (32,13). Njegova učinkovitost kot monoterapija trdnih 
tumorjev ni bila zadostna, kar so potrdile klinične študije I in II faze. V nadaljnjih študijah 
so preverjali učinkovitost epacadostata v kombinaciji z durvalumabom ali v kombinaciji z 
pembrolizumabom. Faza III klinične študije uporabe epacadostata v kombinaciji z 
durvalumabom je pokazala, da so pacienti s trdnimi tumorji dosegli stabilizacijo bolezni.  
V študiji epacadostata s pembrolizumabom je bila v fazi I/II dokazana učinkovitost pri 
zdravljenju urotelijskega karcinoma, karcinoma ledvičnih celic, melanoma in 
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nedrobnoceličnega karcinoma pljuč. V primeru raka jajčnikov in trojno negativnemu raku 
dojke pa sinergističnega učinka ni bilo (30). Izsledki nadaljnje faze III klinične študije so 
ovrgli prisotnost sinergističnega učinka pri zdravljenju III in IV stadija melanoma in 
potrdili povečano prisotnost neželenih stranskih učinkov v primeru kombiniranega 
zdravljenja (33). 
Navoksimod je bil razvit na osnovi kristalne strukture kompleksa 4-fenilimidazola in 
IDO1 s strani NewLink Genetics kot spojina z zelo dobrimi farmakokinetičnimi in 
toksikološkimi lastnostmi (25,13). Ima dvojno zaviralno delovanje, saj zavira tako IDO1 
kot tudi TDO (32). Tudi pri monoterapiji z navoksimodom klinične študije niso pokazale 
želenih učinkov (13). Trenutno je omenjena spojina v kombinaciji z atezolizumabom v fazi 
Ib kliničnih študij, ki kažejo sprejemljivo varnost, prenašanje zdravljenja  in 
farmakokinetiko  pri zdravljenju napredovalih trdnih oblik raka, vendar pa trenutno še ni 
jasnih dokazov, ki bi potrjevali smiselnost sočasnega zdravljenja z navoksimodom in 
atezolizumabom (34). 
Linrodostat je selektiven in ireverzibilen zaviralec IDO1, razvit pri Bristol-Myers Squibb 
(BMS) (32,13). Njegovo delovanje je posledica zasedanja vezavnega mesta na hemu in s 
tem preprečitev metabolizma triptofana s strani IDO1 (35). Trenutno se nahaja v fazi III 
kliničnih študij, kjer pri zdravljenju invazivnega raka mehurja ugotavljajo varnost, 
učinkovitost in prenašanje zdravljenja z neoadjuvantno kemoterapijo v kombinaciji z 
nivolumabom in linrodostatom (36). 
PF-06840003 je zelo selektiven zaviralec IDO1, ki ga je razvilo podjetje Pfizer. In vitro 
študije so pokazale, da bi naj povrnil z IDO1 povzročeno anergijo limfocitom T. Spojina 
kaže dobre farmakokinetične lastnosti, med drugim tudi podaljšan razpolovni čas, kar 
omogoča, da bi se zdravilo apliciralo en krat dnevno. Njena glavna prednost je možnost 
prehajanje krvno-možganske bariere (25). Faza I kliničnih študij, kjer so ugotavljali 
varnost, farmakokinetiko in farmakodinamiko spojine pri zdravljenju malignega glioma 
možganov je bila prekinjena, saj spojina ni kazala želenih rezultatov (37). Kljub temu pa 
spojina zaradi številnih dobrih farmakokinetičnih lastnosti dokazuje, da je smiselno še 
vedno razvijati nove zaviralce IDO1 z drugačnimi skeleti (25). 
Med novejšimi IDO1 zaviralci pa se v fazi I kliničnih študij zdravljenja trdnih tumorjev 
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trenutno nahajajo NLG802, MK7162 in LY3381916, med tem ko pri SHR9146 in 
KHK2455 še iščejo ustrezne kandidate za fazo I kliničnih študij. Strukturne formule 
omenjenih spojin še niso razkrite (38). 
Kljub obetajočim predkliničnim študijam se zaviralci IDO1 v monoterapiji do sedaj niso 
izkazali za uspešne. Pri nekaterih se pod vprašanje postavlja tudi smiselnost kombiniranega 
zdravljenja, vendar zaradi številnih prednosti (velikost molekule, cena, ustrezna toksičnost, 
prisotnost/odsotnost stranskih učinkov) pred monoklonskimi protitelesi, zaviralci IDO1 še 
vedno ostajajo predmet raziskav pri iskanju novih protitumornih učinkovin (30). 
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2. NAMEN DELA 
Na svetu je bilo odkritih že več tisoč zaviralcev IDO1, vendar še nobenemu ni uspelo 
prestati vseh faz kliničnih študij in postati terapevtsko uporabna protitumorna učinkovina. 
Zato je naš cilj sintetizirati in biokemijsko ovrednotiti do zdaj še nepoznane zaviralce 
IDO1. Izhajali bomo iz 3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki predstavlja 
osnovni skelet nedavno odkrite spojine zadetka. 
 
Slika 6: 3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on kot osnovni skelet naših novih zaviralcev IDO1. 
Omenjeno spojino bomo modificirali: 
 na mestu para in/ali meta fenilnega obroča in  
 na mestu 5 izoksazolopirimidinskega obroča, kjer se nahaja amidni dušik. 
Preglednica II: Predvidene substitucije na 3-fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-onu  
Na mestu para in/ali meta fenilnega obroča Na amidnem dušiku 
    
 
  
 
 
   
V sklopu predhodnega raziskovanja zaviralcev IDO1 na Fakulteti za farmacijo se je 
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pokazala tudi potreba po optimizaciji splošne sintezne poti. Zato smo se odločili, da bomo 
v okviru te magistrske naloge izvedli optimizacijo nekaterih korakov pri sintezi osnovnega 
skeleta 3-arilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 
Z našim delom želimo potrditi/ovreči naslednji hipotezi:  
H1: Vsaj en na novo sintetiziran zaviralec IDO1 bo imel vrednost IC50 v nizkem 
mikromolarnem  območju. 
H2: Z optimizacijo posameznih sinteznih stopenj bomo izboljšali izkoristek sinteze 
osnovnega skeleta 3-arilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI  
Za izvedbo eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabili reagente, topila, 
kisline, baze, soli, sušilna sredstva in sredstva za pripravo kolonske kromatografije 
proizvajalcev: Acros Organics, Apollo Chemical, ChemBridge, Fluka, Merck, Sigma-
Aldrich, TCI Europe. Pri biokemijskem testiranju smo uporabili tudi govejo katalazo 
proizvajalca Sigma-Aldrich. 
Uporabljena topila: etanol, tetrahidrofuran, prečiščena voda, brezvodni N,N-
dimetilformamid, dietileter, absolutni etanol, brezvodni THF, acetanhidrid, brezvodni 
acetonitril, brezvodni metanol, diklorometan, toluen, etilacetat, n-heksan, trietilortoformat, 
DMSO-d6, CDCl3. 
Uporabljene kisline, baze, soli, sušilna sredstva: natrijev sulfat, natrijev klorid, natrijev 
hidrid, natrijev azid, natrijev hidroksid, natrijev acetat, ocetna kislina, brezvodna ocetna 
kislina (ledocet), kalijev jodid, kalijev heksametilendisilazan, klorovodikova kislina, 
cinkov dibromid. 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili tudi standardno laboratorijsko opremo, kot je 
rotavapor Büchi, magnetno mešalo z grelnikom IKA WERKE RCT basic, analitska 
tehtnica Mettler Toledo in UV svetilka CAMAG UV-Cabinet II 
3.2. METODE 
3.2.1. KROMATOGRAFSKE METODE 
Tankoplastna kromatografija (TLC): S to metodo smo spremljali potek reakcij, čistost 
spojin, si pomagali pri iskanju ustrezne mobilne faze za kolonsko »flash« kromatografijo 
in določali retencijski faktor (Rf) spojin. Za izvedbo TLC smo uporabili plošče TLC Silica 
gel 60 F254 (proizvajalec: Merck), ki imajo nanešeno 0,20 mm debelo plat silikagela z 
dodanim fluorescenčnim indikatorjem na aluminijasti nosilec velikosti 20 x 20 cm. 
Uporabljene mobilne faze za potovanje spojin po ploščah so bile različne in so navedene 
pri posamezni spojini v poglavju Eksperimentalno delo. Spojine nanešene na plošče TLC 
smo nato detektirali s pomočjo UV svetlobe (λ = 254 nm) in pri nekaterih spojinah še 
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dodatno s pomočjo različnih orositvenih reagentov (ninhidrin ali FeCl3). 
Kolonska »flash« kromatografija: S to metodo smo čistili vmesne in končne spojine. Za 
izvedbo kolonske »flash« kromatografije smo potrebovali stekleno kolono (velikost 
odvisna od mase vzorca), ustrezno mobilno fazo (navedena pri posamezni spojini v 
poglavju Eksperimentalno delo), stacionarno fazo (Silikagel 60 z velikostjo delcev 0,040-
0,0630 mm, proizvajalec: Merck) in pesek za enakomerni nanos na kolono (proizvajalec: 
Sigma-Aldrich). 
Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): S to metodo smo 
ovrednotili čistost in istovetnost končnih spojin. Pri tem smo uporabili napravo Thermo 
Scientific Dionex UltiMate 3000 System (proizvajalec: Thermo Fisher Scientific Inc.) in 
kolono Agilent Extend-C18 (⌀ = 3.6 µm, 4.6 x 150 mm, proizvajalec: Agilent 
Technologies Inc.), ki je bila termostatirana na 50 °C. Volumen injiciranega vzorca je 
znašal 5 µL. Kot mobilno fazo A smo uporabili 0,1 %  (V/V)  raztopino trifluoroocetne 
kisline (TFA) v vodi, kot mobilno fazo B pa acetonitril (MeCN). Za ločevanje spojin smo 
uporabili gradientno elucijo: 0 – 12 min, 10 – 90 % B; 12 – 14 min, 90 % B; 14 – 15 min, 
90 – 10 % B. Pretok mobilne faze skozi kolono je znašal 1 mL/min. Spojine smo 
detektirali pri λ = 254 nm. 
3.2.2. SPEKTROSKOPSKE METODE 
Jederska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR): S to metodo smo vmesnim 
spojinam posneli 1H NMR (pri 400 MHz) spektre, končnim spojinam pa smo poleg 1H 
NMR (pri 400 MHz) spektrov posneli tudi 13C NMR (pri 100 MHz) spektre. Na ta način 
smo poskušali spojine identificirati in ovrednotiti njihovo čistost. Spektre smo posneli s 
spektrometrom Bruker AVANCE III 400 MHz. Vzorce smo pripravili tako, da smo spojino 
raztopili v 550 µL devteriranega topila (DMSO-d6 ali CDCl3), ki že ima dodan interni 
standard tetrametilsilan (TMS). Kemijske premike (δ) smo podali v enotah ppm (»parts per 
million«) glede na interni standard (TMS δ = 0,00 ppm) ali topilo. Sklopitvene konstante 
(J) smo podali v hertzih (Hz), obliko vrhov dobljenih signalov pa smo označili s pomočjo 
standardnih oznak: singlet (s), razširjen singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta (dd), dublet 
dubleta dubleta (ddd), triplet (t), dublet tripleta (dt) in multiplet (m). Pri analizi spektrov 
smo uporabili računalniškli porgram MestRe-C 4.8.6.0 (proizvajalec: Mestrelab Research 
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S.L.). 
Masna spektrometrija (MS): S to metodo smo še dodatno potrdili istovetnost spojin. 
Vmesnim spojinam smo s pomočjo spektometra Expression CMS (proizvajalec: Advion)  
posneli masni spekter z načinom ESI, končnim spojinam pa smo  s pomočjo spektrometra 
Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer (proizvajalec: Thermo Fisher Scientific Inc.) 
posneli masni spekter z načinom ESI HRMS. 
3.2.3. DOLOČANJE TALILNEGA INTERVALA 
Vsem vmesnim in končnim spojinam, ki so bile pri sobni temperaturi v trdnem agregatnem 
stanju smo na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico (proizvajalec: Leica) in s 
termometrom 52 II Thermometer (proizvajalec: Fluke) določili talilni interval.  
3.2.4. POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN, REAKCIJSKIH SHEM IN 
MEHANIZMOV 
Za risanje struktur spojin, reakcijskih shem in mehanizmov, poimenovanje spojin po 
IUPAC nomenklaturi in za pomoč pri določanju nekaterih lastnosti spojin (molska masa, 
predvidevanje NMR spektrov idr.) smo uporabili ChemDraw Professional 16.0.1.4 (77) 
(proizvajalec: PerkinElmer Informatics, Inc.). 
3.2.5. BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Biokemijsko testiranje je izvedla asist. Ana Dolšak, mag.farm. Sintetiziranim končnim 
spojinam smo s pomočjo modificiranega biokemijskega testa določili zaviralno aktivnost 
na rekombinantnem humanem encimu rhIDO1. Test je opisan v literaturi (39) in temelji na 
razgradnji L-Trp do NFK, ki pa nato s piperidinom reagira do fluorofora, kar prikazuje 
Slika 7. Izmerjena intenziteta fluorescence fluoroforma je v sorazmerju z aktivnostjo 
encima in v obratnem sorazmerju z zaviralnim delovanjem testiranih končnih spojin (39). 
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Slika 7: Prikaz tvorbe fluorofora, ki smo mu določali  intenziteto fluorescence. Prirejeno po (39).  
Najprej smo v vdolbinice mikrotiterske ploščice odpipetirali ustrezen volumen reagentov 1 
do 6. V vdolbinico za slep preizkus smo namesto reagenta št. 4 dodali 2 µL čistega DMSO 
(brez končne spojine, ki so ji testirali zaviralno aktivnost), v vdolbinico za pozitivno 
kontrolo pa smo namesto reagenta št. 4 dodali 2 µL DMSO, v katerem je bil raztopljen 
znani zaviralec 4-fenilimidazol (4-PI). Nato smo mikrotitersko ploščico pokrili in jo 
inkubirali 30 min pri 36 °C. Potem smo dodali še reagent št. 7 in znova inkubirali 20 min 
pri 65 °C. Po končani inkubaciji smo ploščo pustili 120 min na sobni temperaturi in nato 
pomerili intenziteto fluorescence (λeksitacije= 400 nm, λemisije = 500 nm).  
Preglednica III: Reagenti za biokemijsko testiranje 
Št. Reagent Volumen 
1. 10 mM  natrijev askorbat nevtraliziran z NaOH 10 µL 
2. 10 µM metilensko modrilo 100 µL 
3. 100 µg/mL katalaza 10 µL 
4. 100 µM raztopina testirane spojine v 2% DMSO 2 µL 
5. 10 nM rhIDO1 50 µL 
6. 80 µM L-Trp 18 µL 
7. 400 mM piperidin v MilliQ water 100 µL 
 
Zaradi nagnjenosti encima IDO1 k avtooksidaciji smo v reakcijsko zmes dodali reducenta 
natrijev askorbat in metilensko modrilo. Natrijev askorbat reducira metilensko modrilo in s 
tem ohranja železo v centru hema v fero (Fe2+) obliki, ki je potrebna za aktivnost encima. 
Metilensko modrilo kot prenašalec elektronov prav tako ohranja železo v centru hema v 
Fe2+ obliki. Dodana katalaza v reakcijski zmesi vodikov peroksid pretvori do H2O in O2, 
saj le ta lahko zavira delovanje IDO1. Po prvi inkubaciji smo dodali piperidin, ki ustavi 
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encimsko reakcijo in omogoča nastanek fluorofora (40). 
Vsem končnim spojinam smo iz dobljenih rezultatov izračunali rezidualno aktivnost (RA) 
na podlagi spodnje enačbe: 
Enačba 1: Enačba za izračun RA  
 
Spojinam, ki so imele RA ≤ 50 % smo z nelinearno regresijo s pomočjo programa 
GraphPad Prism (proizvajalec: GraphPad Software Inc.) izračunali še IC50 vrednosti.  
S spojino z najmočnejšim zaviralnim delovanjem na IDO1 je bilo s pomočjo asist. Ane 
Dolšak izvedeno in silico sidranje v aktivno mesto encima. S tem smo poizkušali 
predvideti potencialne interakcije z vezavnim mestom. Za sidranje smo uporabili program 
GOLD 5.7.0 (proizvajalec: The Cambridge Crystallographic Data Centre), za napoved 
potencialnih interakcij pa PLIP.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1. SPLOŠNA SINTEZNA POT 
 
Preglednica IV: Substituenti R1 in R2 v izhodnih spojinah in spojinah 1-32 ter substituenti R3 v spojinah 25-
32 
Spojina R1 R2 Spojina R3 
1, 7, 13, 19, 25 -F -F 
25-30 
 
2, 8, 14, 20, 26 -CN -H 
3, 9, 15, 21, 27 -O-CH2-O- 
31-32 
 
4, 10, 16, 22, 28 -OCH2Ph -H 
5, 11, 17, 23, 29, 31, 32 -F -Br 
6, 12, 18, 24, 30 -Br -H 
 
Reagenti in reakcijski pogoji: (a) Sinteza oksima: NH2OH · HCl, THF, EtOH, H2O, sobna 
T, 25 min, (b) Sinteza imidoil klorida: NCS, brezvodni DMF, brezvodni pogoji (Ar), sobna 
T, preko noči, (c) Sinteza izoksazol-4-karboksamida: postopek A: NaOEt, abs. EtOH, 2-
cianoacetamid, brezvodni pogoji (Ar), 50 °C, nato 0 °C, 2 uri, nato refluks, preko noči; 
postopek B: 2-cianoacetamid, NaH, brezvodni DMF, brezvodni pogoji (Ar), sobna T, 2 uri, 
nato 70 °C, preko noči; postopek C: 2-cianoacetamid, KHMDS, brezvodni THF, sobna T, 
2 uri, nato 70 °C, preko noči, (d) Sinteza izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona: 
trietilortoformat, Ac2O, refluks, preko noči, (e) N-alkiliranje: brezvodni MeCN, brezvodni 
DMF, NaH, BTEAC, KI, A1 ali A2, brezvodni pogoji (Ar), sobna T, preko noči. 
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4.2. SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE OKSIMA IZ AROMATSKEGA 
ALDEHIDA   
Najprej smo NH2OH · HCl (1,1 ekv.) dobro raztopili v THF, EtOH in  H2O (v volumskem 
razmerju 2:5:1). Nato smo dodali ustrezen aromatski aldehid (1 ekv.) in pri sobni 
temperaturi mešali reakcijsko zmes na električnem mešalu. Po 25 minutah mešanja smo 
organski topili THF in EtOH odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. H2O pa smo 
odstranili z ekstrakcijo z Et2O (3 × 30 mL). Združene organske faze smo na koncu sprali še 
s 30 mL nasičene raztopine NaCl in sušili z dodatkom Na2SO4. Sušilno sredstvo smo nato 
odfiltrirali, Et2O pa odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo 
nato brez dodatnega čiščenja uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
4.2.1. Sinteza 3,4-difluorobenzaldehid oksima (1) 
Spojino 1 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (3,70 g, 53,24 mmol, 1,1 ekv.), 60 mL THF, 
150 mL EtOH, 30 mL H2O in 3,4-difluorobenzaldehida (5,28 mL, 48,40 mmol, 1 ekv.) po 
splošnem postopku sinteze oksima.  
Molekulska masa 157,12 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  97% 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,66 
Tališče Ttališče = 61 – 64 °C 
MS (ESI) m/z za C7H4F2NO [M-H]
- izračunan: 156,0; izmerjen: 155,8 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ(ppm) = 7,18 (dt, J1 = 9,8 Hz, J2 = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,25-7,29 
(m, 1H, Ar-H), 7,46 (ddd, J1 = 10,9 Hz, J2 =7,7 Hz, J3 = 2,0 Hz, 
1H, Ar-H), 8,06 (s, 1H, CH), 1H od OH je izmenjan 
 
4.2.2. Sinteza 4-((hidroksiimino)metil)benzonitrila (2) 
Spojino 2 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (3,70 g, 53,24 mmol, 1,1 ekv.), 60 mL THF, 
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150 mL EtOH, 30 mL H2O in 4-formilbenzonitrila (6,40 g, 48,40 mmol, 1 ekv.) po 
splošnem postopku sinteze oksima. Ker je že med odparevanjem pod znižanim tlakom 
izpadla oborina, ekstrakcija z Et2O ni bila potrebna.  
Molekulska masa 146,15 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  88 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,53 
Tališče Ttališče = 102 – 106 °C 
MS (ESI) m/z za C8H5N2O [M-H]
- izračunan: 145,1; izmerjen: 144,9 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 7,74-7,80 (m, 2H, Ar-H), 7,83-7,90 (m, 2H, Ar-H), 8,24 
(s, 1H, CH), 11,74 (s, 1H, OH) 
 
4.2.3. Sinteza benzo[d][1,3]dioksol-5-karbaldehid oksima (3) 
Spojino 3 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (3,70 g, 53,24 mmol, 1,1 ekv.), 60 mL THF, 
150 mL EtOH, 30 mL H2O in piperonaldehida (7,27 g, 48,40 mmol, 1 ekv.) po splošnem 
postopku sinteze oksima. Ker je že med odparevanjem pod znižanim tlakom izpadla 
oborina, ekstrakcija z Et2O ni bila potrebna.  
Molekulska masa 165,15 g/mol 
 
Izgled  Svetlo oranžni kristali 
Izkoristek  95 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,65 
Tališče Ttališče = 83 – 86 °C 
MS (ESI) m/z za C8H8NO3 [M+H]
+ izračunan:166,0; izmerjen: 165,8 
m/z za C8H6NO3 [M-H]
- izračunan: 164,0; izmerjen: 163,8 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 6,06 (s, 2H, CH2), 6,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 
7,30 (s, 1H, CH), 7,40 (dd, J1 = 1,6 Hz, J2 = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), 
7,68 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 8,04 (s, 1H, CH), 11,49 (rs, 1H, 
OH) 
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4.2.4. Sinteza 4-(benziloksi)benzaldehid oksima (4) 
Spojino 4 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (3,70 g, 53,24 mmol, 1,1 ekv.), 60 mL THF, 
150 mL EtOH, 30 mL H2O in 4-(benziloksi)benzaldehida (10,27 g, 48,40 mmol, 1 ekv.) po 
splošnem postopku sinteze oksima. Ker je že med odparevanjem pod znižanim tlakom 
izpadla oborina, ekstrakcija z Et2O ni bila potrebna.  
Molekulska masa 227,26 g/mol 
 
Izgled Beli kristali 
Izkoristek 95 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,65 
Tališče Ttališče = 92 – 94 °C 
MS (ESI) m/z za C14H14NO2 [M+H]
+ izračunan: 228,1; izmerjen: 228,0  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 5,15 (s, 2H, CH2), 7,04-7,08 (m, 2H, Ar-H), 7,31 (s, 
1H, CH), 7,33 – 7,35 (m, 1H, Ar-H), 7,37 – 7,41 (m, 2H, Ar-H), 
7,44 – 7,47 (m, 2H, Ar-H), 7,92-7,96 (m, 2H, Ar-H), 11,40 (rs, 
1H, OH) 
 
4.2.5. Sinteza 3-bromo-4-fluorobenzaldehid oksima (5) 
Spojino 5 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (3,70 g, 53,24 mmol, 1,1 ekv.), 60 mL THF, 
150 mL EtOH, 30 mL H2O in 3-bromo-4-fluorobenzaldehida (9,83 g, 48,40 mmol, 1 ekv.) 
po splošnem postopku sinteze oksima. Ker je že med odparevanjem pod znižanim tlakom 
izpadla oborina, ekstrakcija z Et2O ni bila potrebna.  
Molekulska masa 218,03 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  96 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,28 
Tališče Ttališče = 78 – 79 °C 
MS (ESI) m/z za C7H4BrFNO [M-H]
- izračunan: 216,0; izmerjen: 215,8  
1H NMR (400 MHz, δ(ppm) = 7,12 (t, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (ddd, J1 = 8,5 Hz, 
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CDCl3) J2 = 6,0, J3 = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 7,80 (dd, J1 = 6,6 Hz, J2 = 2,1 
Hz, 1H, Ar-H), 8,05 (s, 1H, CH), 1H od OH je izmenjan  
 
4.2.6. Sinteza 4-bromobenzaldehid oksima (6) 
Spojino 6 smo sintetizirali iz NH2OH · HCl (7,40 g, 106,48 mmol, 1,1 ekv.), 120 mL THF, 
300 mL EtOH, 60 mL H2O in 4-bromobenzaldehida (17,91 g, 96,80 mmol, 1 ekv.) po 
splošnem postopku sinteze oksima. Ker je že med odparevanjem pod znižanim tlakom 
izpadla oborina, ekstrakcija z Et2O ni bila potrebna. 
Molekulska masa 200,04 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  94 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,64 
Tališče Ttališče = 93 – 97 °C 
MS (ESI) m/z za C7H5BrNO [M-H]
- izračunan: 198,0; izmerjen: 197,8 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ(ppm) = 7,41-7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,48-7,53 (m, 2H, Ar-H), 
8,08 (s, 1H, CH), 1H od OH je izmenjan 
 
4.3. SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE IMIDOIL KLORIDA 
Sintetiziranim oksimom 1-6 (1 ekv.) smo dodali NCS (1 ekv.), pod argonovo atmosfero pa 
še ustrezen volumen brezvodnega DMF. Reakcijsko zmes smo nato mešali z električnim 
mešalom 24 ur, pod argonovo atmosfero. Naslednji dan smo reakcijsko zmes prelili v lij 
ločnik, dodali 40 mL DKM in spirali s  H2O (3 × 40 mL). Organske faze smo nato združili 
in jih sprali še z nasičeno raztopino NaCl (2 × 40 mL) ter jih sušili z dodatkom Na2SO4. 
Sušilno sredstvo smo nato odfiltrirali, DKM pa odstranili z odparevanjem pod znižanim 
tlakom. Zaradi slabe stabilnosti imidoil kloridov, smo dobljene produkte, brez čiščenja 
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takoj uporabili v naslednji stopnji sinteze.  
4.4. SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE IZOKSAZOL-
KARBOKSAMIDA (POSTOPEK A) 
 
Najprej smo pripravili svežo raztopino NaOEt, tako da smo na koščke narezali Na (3 ekv.) 
in jih postopoma dodajali v ustrezen volumen absolutnega EtOH. Tako pripravljeno 
raztopino smo postopoma s pomočjo kapalnika kapljali v raztopino 2-cianoacetamida (1 
ekv.) v ustreznem volumnu abs. EtOH, ki se je mešala z električnim mešalom pri 50 °C. 
Reakcijsko zmes smo nato ohladili na ledeni kopeli in vanjo počasi kapljali raztopino 
produkta prejšnje stopnje sinteze 7-12 (1 ekv.) v ustreznem volumnu abs. EtOH. 
Reakcijsko zmes smo na ledeni kopeli z električnim mešalom mešali približno 2 uri, nato 
pa smo jo prestavili na oljno kopel in jo mešali preko noči pri temperaturi refluksa (70 °C). 
Naslednji dan smo se EtOH iz reakcijske zmesi znebili z odparevanjem pod znižanim 
tlakom. V bučko smo nato dodali 80 mL H2O, vsebino prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z 
EtOAc (3 × 80 mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 × 80 
mL) in jih sušili z dodatkom Na2SO4. Sušilno sredstvo smo nato odfiltrirali in EtOAc 
odstranili z rotavapiranjem. Nastali produkt smo očistili s prekristalizacijo iz ustreznega 
topila ali s kolonsko kromatografijo z uporabo ustrezne MF. Produkt smo na kolono 
nanesli v obliki suhega nanosa, ki smo ga pripravili tako, da smo nečist produkt raztopili v 
ustrezni količini acetona in dodali majhno žličko silikagela ter aceton odstranili z 
odparevanjem pod znižanim tlakom. Frakcije, ki so vsebovale naš produkt smo združili in 
topilo odstranili s pomočjo odparevanja pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo 
uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
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4.4.1. Sinteza 3,4-difluoro-N-hidroksibenzimidoil klorida (7) in 5-amino-3-(3,4-
difluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (13) 
Spojino 7 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (1) (7,32 g, 46,60 mmol, 1 ekv.), 46 
mL brezvodnega DMF in NCS (6,22 g, 46,60 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku sinteze 
imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 13 iz spojine 7 (8,93 g, 46,60 
mmol, 1 ekv.) raztopljene v 116,5 mL abs. EtOH, Na (3,21 g, 139,80 mmol, 3 ekv.) 
raztopljenega v 54,5 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (3,92 g, 46,60 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 46,6 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF 
EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
Drugi poskus sinteze spojine 13: 
Spojino 13 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (7) (2,50 g, 13,10 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 32,8 mL abs. EtOH, Na (904 mg, 39,30 mmol, 3 ekv.) raztopljenega v 15,3 
mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (1,10 g, 13,10 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 13,1 mL 
abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida (postopek A). 
Produkta nismo dodatno očistili. 
Molekulska masa 239,18 g/mol 
 
Izgled  Svetlo rjavi kristali 
Izkoristek  
Prvi poskus sinteze: 10 % (produkt je 
očiščen s kolonsko kromatografijo) 
Drugi poskus sinteze: 26 % (surov 
produkt) 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,38 
Tališče Ttališče = 135 – 140 °C 
MS (ESI) m/z za C10H7F2N3O2Na [M+Na]
+ izračunan: 262,1; izmerjen: 
261,9  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 7,38-7,43 (m, 1H, Ar-H), 7,57 (dt, J1 = 10,7 Hz, J2 = 
8,4 Hz, 7,65 (ddd, J1 = 11,4 Hz, J2 = 3,5 Hz, J3 = 2,1 Hz), 7,67 
(s, 2H, CONH2), 2H iz NH2 sta izmenjana 
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4.4.2. Sinteza 4-ciano-N-hidroksibenzimidoil klorida (8) in 5-amino-3-(4-
cianofenil)izoksazol-4-karboksamida (14) 
Spojino 8 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje 2 (6,10 g, 41,70 mmol, 1 ekv.), 30 
mL brezvodnega DMF in NCS (5,57g,  41,70 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku sinteze 
imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 14 iz spojine 8 (7,53 g, 41,70 
mmol, 1 ekv.) raztopljene v 105,0 mL abs. EtOH, Na (2,88 g, 125,10 mmol, 3 ekv.) 
raztopljenega v 49,0 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (3,51 g, 41,70 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 42,0 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Spojino smo očistili s prekristalizacijo iz EtOH. 
Molekulska masa 228,21 g/mol 
 
Izgled  Svetlo rjavi kristali 
Izkoristek  6 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,28 
Tališče Ttališče = 173 – 175 °C 
MS (ESI) m/z za C11H7N4O2 [M-H]
- izračunan: 227,1; izmerjen: 226,9  
m/z za C11H8N4O2Na [M+Na]
+
 izračunan: 251,1; izmerjen: 251,1  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 6,54 (rs, 2H, NH2), 7,68 (s, 2H, CONH2), 7,73-7,76 
(m, 2H, Ar-H), 7,95-7,98 (m, 2H, Ar-H). 
 
4.4.3. Sinteza N-hidroksibenzo[d][1,3]dioksol-5-karbimidoil klorida (9) in 5-amino-3-
(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-4-karboksamida (15) 
Spojino 9 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje 3 (7,99 g, 48,40 mmol, 1 ekv.), 48 
mL brezvodnega DMF in NCS (6,46 g,  48,40 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku 
sinteze imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 15 iz spojine 9 (4,97 g, 
24,90 mmol, 1 ekv.) raztopljene v 62,70 mL abs. EtOH, Na (1,72 g, 74,70 mmol, 3 ekv.) 
raztopljenega v 29,0 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (2,09 g, 24,90 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 25,0 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF 
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EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
Molekulska masa 247,21 g/mol 
 
Izgled  Svetlo rjavi kristali 
Izkoristek  12 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,20 
Tališče Ttališče = 190 – 195 °C 
MS (ESI) m/z za C11H8N3O4 [M-H]
- izračunan: 246,1: izmerjen: 246,0  
m/z za C11H10N3O4 [M+H]
+ izračunan: 248,1; izmerjen: 248,1  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 6,07 (s, 2H, CH2), 6,89 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,38 
(s, 2H, NH2), 7,42 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,53 (dd, J1 = 1,8 
Hz, J2 = 8,1 Hz, 1H Ar-H), 2H iz NH2 sta izmenjana 
 
4.4.4. Sinteza 4-(benziloksi)-N-hidroksibenzimidoil klorida (10) in 5-amino-3-(4-
(benziloksi(fenil)izoksazol-4-karboksamida (16) 
Spojino 10 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (4) (11,00 g, 48,40 mmol, 1 ekv.), 
48 mL brezvodnega DMF in NCS (6,46 g, 48,40 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku 
sinteze imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 16 iz spojine 10 (8,64 g, 
33,01 mmol, 1 ekv.) raztopljene v 83,0 mL abs. EtOH, Na (2,28 g, 99,03 mmol, 3 ekv.) 
raztopljenega v 38,5 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (2,78 g, 33,01 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 33,0 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF 
EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
 
 
 
 
 30 
 
Molekulska masa 309,33 g/mol 
 
Izgled  Svetlo rjavi kristali 
Izkoristek  15  % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,33 
Tališče Ttališče = 136 – 139 °C 
MS (ESI) m/z za C17H14N3O3 [M-H]
- izračunan: 308,1; izmerjen: 308,0  
m/z za C17H15N3O3Na [M+Na]
+ izračunan: 332,1; 
izmerjen:332,2  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 5,17 (s, 2H, CH2), 7,13-7,18 (m, 2H, Ar-H), 7,32-7,37 
(m, 1H, Ar-H), 7,38-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,47-7,50 (m, 4H, Ar-
H), 7,64 (s, 2H, CONH2), 2H iz NH2 sta izmenjana 
 
4.4.5. Sinteza 3-bromo-4-fluoro-N-hidroksibenzimidoil klorida (11) in 5-amino-3-(3-
bromo-4-fluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (17) 
Spojino 11 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (5) (10,55 g, 48,40 mmol, 1 ekv.), 
48 mL brezvodnega DMF in NCS (6,46 g, 48,40 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku 
sinteze imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 17 iz spojine 11 (9,97 g, 
39,50 mmol, 1 ekv.) raztopljene v 99,5 mL abs. EtOH, Na (2,73 g, 118,50 mmol, 3 ekv.) 
raztopljenega v 46,0 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (3,32 g, 39,50 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 40,0 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF DKM 
: EtOAc = 7 : 10. 
Molekulska masa 300,09 g/mol 
 
Izgled  Rjavi kristali 
Izkoristek  15 % 
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TLC Rf  (DKM/EtOAc = 7/10, V/V) = 0,31 
Tališče Ttališče = 129 – 134 °C 
MS (ESI) m/z za C10H6BrFN3O2 [M-H]
- izračunan: 298,0; izmerjen: 297,8  
m/z za C10H8BrFN3O2 [M+H]
+ izračunan: 300,0; izmerjen: 299,9 
m/z za C10H7BrFN3O2Na [M+Na]
+ izračunan: 322,0; izmerjen: 
321,9  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 6,45 (rs, 2H, NH2), 7,50 (t, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 
7,58-7,63 (m, 1H, Ar-H), 7,66 (s, 2H, CONH2), 7,87 (dd, J1 = 
2,0 Hz, J2 = 6,8 Hz, 1H, Ar-H). 
 
4.4.6. Sinteza 4-bromo-N-hidroksibenzimidoil klorida (12) in 5-amino-3-(4-
bromofenil)izoksazol-4-karboksamida (18) 
Spojino 12 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje 6 (19,36 g, 96,80 mmol, 1 ekv.), 
97 mL brezvodnega DMF in NCS (12,93 g,  96,80 mmol, 1 ekv.), po splošnem postopku 
sinteze imidoil klorida. Takoj smo nadaljevali s sintezo spojine 18 iz spojine 12 (16,34 g, 
69,70 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 175,5 mL abs. EtOH, Na (4,81 g, 209,10 mmol, 3 
ekv.) raztopljenega v 82,0 mL abs. EtOH in 2-cianoacetamida (5,86 g, 69,70 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 70,0 mL abs. EtOH, po splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek A). Za izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF DKM 
: EtOAc = 7 : 10. 
Molekulska masa 282,10 g/mol 
 
Izgled  Rjavi kristali 
Izkoristek  13 % 
TLC Rf  (DKM/EtOAc = 7/10, V/V) = 0,28 
Tališče Ttališče = 99 – 101 °C 
MS (ESI) m/z za C10H7BrN3O2 [M-H]
- izračunan: 280,0; izmerjen: 279,8 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 5,75 (s, 2H, NH2), 7,58-7,63 (m, 2H, Ar-H), 8,13-8,17 
(m, 2H, Ar-H), 8,47 (s, 2H, CONH2) 
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4.5. OPTIMIZACIJA SINTEZE IZOKSAZOL-4-KARBOKSAMIDA 
4.5.1. SINTEZA IZOKSAZOL-4-KARBOKSAMIDA Z NAH (POSTOPEK B) 
 
Najprej smo pod argonovo atmosfero pripravili raztopino 2-cianoacetamida (1 ekv.) v 
ustreznem volumnu brezvodnega DMF in dodali NaH (1,2 ekv.). Po 15 minutah smo tako 
pripravljeni raztopini počasi, s pomočjo kapalnika kapljali raztopino produkta prejšnje 
stopnje sinteze 7-9 (1 ekv.) v  ustreznem volumnu brezvodnega DMF, prav tako pod 
argonovo atmosfero. Reakcijsko zmes smo 2 uri mešali pri sobni temperaturi na 
električnem mešalu pod argonovo atmosfero,  nato pa smo jo prestavili na oljno kopel in jo 
mešali preko noči pri 70 °C. Naslednji dan smo v bučko dodali 80 mL H2O, vsebino 
prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z EtOAc (3 × 80 mL). Združene organske faze smo 
sprali z nasičeno raztopino NaCl (2 × 80 mL) in jih sušili z dodatkom Na2SO4. Sušilno 
sredstvo smo nato odfiltrirali in EtOAc odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo uporabili v naslednji stopnji sinteze. Analitika teh produktov je že 
popisana pri točki 4.4. 
4.5.2. Sinteza 5-amino-3-(3,4-difluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (13) po 
postopku B  
Spojino 13 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (7) (1,02 g, 5,30 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 10 mL brezvodnega DMF, NaH (154 mg, 6,40 mmol, 1,2 ekv.) in 2-
cianoacetamida (446 mg, 5,30 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 10 mL brezvodnega DMF, po 
optimiziranem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida z NaH (postopek B). Izkoristek 
reakcije je znašal 47 % 
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4.5.3. Sinteza 5-amino-3-(4-cianofenil)izoksazol-4-karboksamida (14) po postopku B  
Spojino 14 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (8) (8,78 g, 48,60 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 25 mL brezvodnega DMF, NaH (1,40 g, 58,32 mmol, 1,2 ekv.) in 2-
cianoacetamida (4,09 g, 48,60 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 25 mL brezvodnega DMF, po 
optimiziranem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida z NaH (postopek B). Po 
ekstrakciji smo produkt dodatno očistili s prekristalizacijo iz EtOH. Izkoristek reakcije je 
znašal 29 % 
4.5.4. Sinteza 5-amino-3-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)izoksazol-4-karboksamida (15) po 
postopku B  
Spojino 15 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (9) (6,43 g, 32,22 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 20 mL brezvodnega DMF, NaH (0,93 g, 38,66 mmol, 1,2 ekv.) in 2-
cianoacetamida (2,71 g, 32,22 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 20 mL brezvodnega DMF, po 
optimiziranem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida z NaH (postopek B). Po 
ekstrakciji smo produkt dodatno očistili s prekristalizacijo iz EtOH. Izkoristek reakcije je 
znašal 19% 
4.5.5. SINTEZA IZOKSAZOL-4-KARBOKSAMIDA S KHMDS (POSTOPEK C) 
 
Najprej smo pod argonovo atmosfero pripravili raztopino 2-cianoacetamida (1 ekv.) v 15 
mL brezvodnega THF in dodali KHMDS (1,2 ekv.). Po 15 minutah smo tako pripravljeni 
raztopini počasi, s pomočjo kapalnika kapljali raztopino produkta prejšnje stopnje sinteze 7 
(1 ekv.) v 15 mL THF, prav tako pod argonovo atmosfero. Reakcijsko zmes smo 2 uri 
mešali pri sobni temperaturi na električnem mešalu pod argonovo atmosfero, nato pa smo 
jo prestavili na oljno kopel in jo mešali preko noči pri 70 °C. Sledil je enak postopek 
izolacije produkta, kot je opisan v splošnem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida 
(postopek A). Spojine nismo očistili, ampak smo jo takoj uporabili v naslednji stopnji 
sinteze. 
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4.5.6. Sinteza 5-amino-3-(3,4-difluorofenil)izoksazol-4-karboksamida (13) po 
postopku C  
Spojino 13 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (7) (1,02 g, 5,30 mmol, 1 ekv.) 
raztopljenega v 15 mL brezvodnega THF, KHMDS (1,28 g, 6,40 mmol, 1,2 ekv.) in 2-
cianoacetamida (446 mg, 5,30 mmol, 1 ekv.) raztopljenega v 15 mL brezvodnega THF, po 
optimiziranem postopku sinteze izoksazol-4-karboksamida s KHMDS (postopek C).  
Preglednica V: Primerjava postopkov A, B in C pri sintezi spojine (13)  
Reagenti Postopek A Postopek B Postopek C 
7 1 ekv. 1 ekv. 1 ekv. 
2-cianoacetamid 1 ekv. 1 ekv. 1 ekv. 
Baza 
NaOEt 
Na (3 ekv.) v 
abs. EtOH (15,3 
mL) 
NaH 1,2 ekv. KHMDS 1,2 ekv. 
Topilo 
32,8 + 13,2 mL  
abs. EtOH 
10 + 10 mL 
brezvodnega DMF 
15 + 15 mL 
brezvodnega THF 
Reakcijski pogoji 
Brezvodni pogoji  
50 °C  
0 °C, 2 uri  
refluks (70 °C), čez 
noč  
Brezvodni pogoji 
sobna T, 2 uri  
70 °C, čez noč 
Brezvodni pogoji 
sobna T, 2 uri  
70 °C, čez noč 
Izkoristek (surov 
produkt) 
26 % 47 % 13 % 
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4.6. SPLOŠNI POSTOPEK SINTEZE IZOKSAZOLO[5,4-
D]PIRIMIDIN-4(5H)-ONA 
V bučki smo produkt prejšnje stopnje 13-18 (1 ekv.) in trietilortoformat (1 ekv.) raztopili v 
ustreznem volumnu Ac2O. Reakcijsko zmes smo mešali z električnim mešalom preko noči 
pri temperaturi 70 °C. Naslednji dan smo bučko postavili v hladilnik in jo tam pustili nekaj 
dni (brez mešanja), da je izpadla oborina. Dobili smo suspenzijo, zato smo oborino 
odfiltrirali z odsesavanjem, matičnici pa smo ob mešanju na ledeni kopeli uravnali pH na 7 
(z dodatkom 1M NaOH) in po kapljicah dodajali H2O. V primeru, da je še izpadla oborina, 
smo jo odfiltrirali z odsesavanjem. Matičnici smo nato dodali 35 mL nasičene raztopine 
NaCl in ekstrahirali z EtOAc (2 × 70 mL). Združene organske faze smo sušili z dodatkom 
Na2SO4. Sušilno sredstvo smo nato odfiltrirali in EtOAc odstranili z odparevanjem pod 
znižanim tlakom. Glede na čistost izpadlih oborin smo le-te združili in jih očistili s 
prekristalizacijo iz ustreznega topila ali s kolonsko kromatografijo z uporabo ustrezne MF, 
kjer smo produkt na kolono nanesli v obliki suhega nanosa. Frakcije, ki so vsebovale naš 
produkt, smo združili in topilo odstranili s pomočjo odparevanja pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
4.6.1.  Sinteza 3-(3,4-difluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (19) 
Spojino 19 smo sintetizirali iz spojin 13 (združili smo spojino pripravljeno v drugem 
poskusu sinteze (po postopku A), spojino pripravljeno po postopku B in C) (1,65 g, 6,89 
mmol, 1 ekv.), trietilortoformata (1,15 mL, 6,89 mmol, 1 ekv.) in 25 mL Ac2O, po 
splošnem postopku sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Za izvedbo kolonske 
kromatografije smo uporabili MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
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Molekulska masa 249,18 g/mol 
 
Izgled  Rumeni kristali 
Izkoristek  10 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,53 
Tališče Ttališče = 145 – 149 °C 
MS (ESI) m/z za C11H4F2N3O2 [M-H]
- izračunan: 248,0; izmerjen: 247,9  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 7,68 (dt, J1 = 10,6 Hz, J2 = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 8,18-
8,23 (m, 1H, Ar-H), 8,46 (ddd, J1 = 10,6 Hz, J2 = 7,8 Hz, J3 = 
2,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,49 (s, 1H, Ar-H), 13,25 (s, 1H, CONH) 
 
4.6.2. Sinteza 4-(4-okso-4,5-dihidroizoksazolo[5,4-d]pirimidin-3-il)benzonitrila (20) 
Spojino 20 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje 14 (sintetiziranega po postopku B) 
(3,17 g, 13,89 mmol, 1 ekv.), trietilortoformata (2,31 mL, 13,89 mmol, 1 ekv.) in 46 mL 
Ac2O, po splošnem postopku sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Za izvedbo 
kolonske kromatografije smo uporabili MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
Molekulska masa 238,21 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  21 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,33 
Tališče Ttališče = 200 – 201 °C 
MS (ESI) m/z za C12H5N4O2 [M-H]
- izračunan: 237,1; izmerjen: 237,1  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 8,04-8,09 (m, 2H, Ar-H), 8,46-8,49 (m, 2H, Ar-H), 
8,50 (s, 1H, Ar-H), 13,26 (s, 1H, CONH) 
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4.6.3. Sinteza 3-(benzo[d][1,3]diokdol-5-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (21) 
Spojino 21 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje 15 (sintetiziranega po postopku B) 
(1,53 g, 6,20 mmol, 1 ekv.), trietilortoformata (1,03 mL, 6,20 mmol, 1 ekv.) in 20 mL 
Ac2O, po splošnem postopku sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Produkt smo 
očistili s prekristalizacijo iz mešanice acetona in EtOH.  
Molekulska masa 257,21 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  6 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,44 
Tališče Ttališče = 190 – 191 °C 
MS (ESI) m/z za C12H6N3O4 [M-H]
-
 izračunan: 256,0; izmerjen: 256,0  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 6,14 (s, 2H, CH2), 7,11 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,82 
(d, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,97 (dd, J1 = 8.2 Hz, J2 = 1.8 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,44 (s, 1H, Ar-H), 13,13 (s, 1H, NH) 
 
4.6.4. Sinteza 3-(4-(benziloksi)fenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (22) 
Spojino 22 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (16) (1,54 g, 4,98 mmol, 1 ekv.), 
trietilortoformata (828 µL, 4,98 mmol, 1 ekv.) in 17 mL Ac2O, po splošnem postopku 
sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Za izvedbo kolonske kromatografije smo 
uporabili MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. Po končani koloni smo naš produkt še dodatno 
očistili s prekristalizacijo iz mešanice acetona in EtOH. 
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Molekulska masa 319,32 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  23 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 
0,37 
Tališče Ttališče = 139 – 140 °C 
MS (ESI) m/z za C18H12N3O3 [M-H]
- izračunan: 318,1; izmerjen: 318,0  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 5,21 (s, 2H, CH2), 7,18-7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,34-7,37 
(m, 1H, Ar-H), 7,39-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,47-7,50 (m, 2H, Ar-
H), 8,26-8,30 (m, 2H, Ar-H), 8,44 (s, 1H, Ar-H), 13.12 (s, 1H, 
CONH) 
 
4.6.5. Sinteza 3-(3-bromo-4-fluorofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (23) 
Spojino 23 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (17) (1,73 g, 5,78 mmol, 1 ekv.), 
trietilortoformata (962 µL, 5,78 mmol, 1 ekv.) in 20 mL Ac2O, po splošnem postopku 
sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Za izvedbo kolonske kromatografije smo 
uporabili MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
Molekulska masa 310,08 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  32 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,22 
Tališče Ttališče = 164 – 169 °C 
MS (ESI) m/z za C11H4BrFN3O2 [M-H]
- izračunan: 308,0; izmerjen: 307,8 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 7,61 (t, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 8,34 (ddd, J1 = 8,7 Hz, 
J2 = 4,8 Hz, J3 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,48 (s, 1H, Ar-H), 8,74 
(dd, J1 = 6,8 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 13,16 (s, 1H, CONH) 
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4.6.6. Sinteza 3-(4-bromofenil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (24) 
Spojino 24 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (18) (2,56 g, 9,09 mmol, 1 ekv.), 
trietilortoformata (1,51 mL, 9,09 mmol, 1 ekv.) in 30 mL Ac2O, po splošnem postopku 
sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Za izvedbo kolonske kromatografije smo 
uporabili MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1. 
Molekulska masa 292,09 g/mol 
 
Izgled  Svetlo rjavi kristali 
Izkoristek  8 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,31 
Tališče Ttališče = 175 – 177 °C 
MS (ESI) m/z za C11H5BrN3O2 [M-H]
- izračunan: 290,0; izmerjen: 289,8  
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 7,78-7,82 (m, 2H, Ar-H), 8,24-8,28 (m, 2H, Ar-H), 
8,47 (s, 1H, Ar-H), 13,20 (s, 1H, CONH) 
4.7. Sinteza 2-kloro-1-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)etan-1-ona (A1) 
V sklopu našega magistrskega dela spojine A1 nismo sintetizirali sami, ampak je bila že 
pripravljena v naprej.  
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4.8. Sinteza 2-kloro-N-(4-nitrofenil)acetamida (A2) 
 
V bučko smo natehtali 4-nitroanilin (1,38 g, 10,00 mmol, 1 ekv.) in dodali 10 mL ledoceta 
ter mešali z električnim mešalom na vodni kopeli. Med mešanjem smo postopoma dodajali 
kloracetil klorid (875 µL, 11,00 mmol, 1,1 ekv.). Reakcijsko zmes smo nato mešali še 30 
minut na vodni kopeli, nakar smo dodali raztopino CH3COONa (3,04 g, 37,00 mmol, 3,7 
ekv.) v 20 mL H2O in mešali še 3 ure. Izpadli produkt smo odfiltrirali z odsesavanjem. 
Dobljeno spojino smo uporabili pri reakciji N-alkiliranja.  
Molekulska masa 214,61 g/mol 
 
Izgled  Zeleno rjavi kristali 
Izkoristek  69 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,80 
Tališče Ttališče = 130 – 134 °C 
MS (ESI) m/z za C8H6ClN2O3 [M-H]
- izračunan: 213,0; izmerjen: 212,7  
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ(ppm) = 4,24 (s, 2H, CH2), 7,74-7,81 (m, 2H, Ar-H), 8,22-8,29 
(m, 2H, Ar-H), 8,52 (s, 1H, CONH) 
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4.9. SPLOŠNI POSTOPEK: N-ALKILIRANJE 
Spojino 19-24 (1 ekv.) smo raztopili v ustreznem volumnu brezvodnega MeCN in 
brezvodnega DMF. Nato smo dodali NaH (1,2 ekv.) in za konico spatule katalizatorja 
faznega prenosa BTEAC. Reakcijsko zmes smo pod argonovo atmosfero mešali na 
električnem mešalu, 15 min pri sobni temperaturi. Nato smo dodali KI (1,1 ekv.) in 
predhodno pripravljeno spojino A1 ali A2 (1,2 ekv.) raztopljeno v ustreznem volumnu 
brezvodnega DMF. Reakcijsko zmes smo pod argonovo atmosfero mešali na električnem 
mešalu preko noči pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo reakcijski zmesi uravnali pH 
na 7 (z dodatkom 1M HCl). Nato smo dodali 15 mL H2O, vsebino bučke prenesli v lij 
ločnik in ekstrahirali z EtOAc (3 × 15 mL). Združene organske faze smo sušili z dodatkom 
Na2SO4. Sušilno sredstvo smo nato odfiltrirali in EtOAc odstranili z odparevanjem pod 
znižanim tlakom. Nastali produkt smo očistili s prekristalizacijo iz ustreznega topila ali s 
kolonsko kromatografijo z uporabo ustrezne MF, kjer smo produkt na kolono nanesli v 
obliki suhega nanosa. Frakcije, ki so vsebovale naš produkt, smo združili in topilo 
odstranili s pomočjo odparevanja pod znižanim tlakom. Dobili smo končen produkt, ki 
smo ga v nekaterih primerih uporabili še za nadaljnje sinteze. 
4.9.1. Sinteza 3-(3,4-difluorofenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksoetil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (25) 
Spojino 25 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (19) (25 mg, 0,10 mmol, 1 ekv.), 1 
mL brezvodnega MeCN, 1 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (3 mg, 
0,12 mmol, 1,2 ekv.), KI (18 mg, 0,11 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A1 (25 mg, 0,12 mmol, 
1,2 ekv.), raztopljene v 1 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-alkiliranja. Za 
izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF EtOAc : n-heksan = 1 : 1. 
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Molekulska masa 422,39 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  48 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,38 
Tališče Ttališče = 187 – 189 °C 
HRMS (ESI) m/z za C22H17F2N4O3 [M+H]
+ izračunan: 423,1263; izmerjen: 
423,1253 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) =  1,90-1,98 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 
CH2), 3,72-3,82 (m, 2H, CH2), 5,14 (s, 2H, CH2), 7,10-7,33 (m, 
3H, Ar-H), 7,49-7,62 (s, 1H, Ar-H), 7,67 (dt, J1 = 10,6 Hz, J2 = 
8,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,11-8,18 (m, 1H, Ar-H), 8,32-8,42 (m, 1H, 
Ar-H), 8,73 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 23.30, 26.20, 43.43, 48.43, 99.37, 117.98 (d, JC-F = 
19.7 Hz), 118.40 (d, JC-F = 17.7 Hz), 124.14, 124.33 (dd, JC-F = 
3.7 Hz, JC-F = 7.2 Hz), 125.89 (dd, JC-F = 3.5 Hz, JC-F = 7.1 Hz), 
126,13: 128.87, 137.55, 149.42 (dd, JC-F = 246.2, 13.0 Hz); 
151.21 (dd, JC-F = 251.4, 12.5 Hz); 155.70, 156.47, 157.57, 
165.50, 175.55 
HPLC tR =  10,503 min, 100.00 % čistost pri 254 nm 
 
4.9.2. Sinteza 4-(5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksoetil)-4-okso-4,5-
dihidroizoksazolo[5,4-d]pirimidin-3-il)benzonitrila (26) 
Spojino 26 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (20) (0,50 g, 2,10 mmol, 1 ekv.), 
20 mL brezvodnega MeCN, 20 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (61 
mg, 2,52 mmol, 1,2 ekv.), KI (384 mg, 2,31 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A1 (528 mg, 2,52 
mmol, 1,2 ekv.), raztopljene v 4 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-
alkiliranja. Produkt smo očistili s prekristalizacijo iz acetona. 
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Molekulska masa 411,42 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  18 % 
 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,60 
Tališče Ttališče = 202 – 204 °C 
HRMS (ESI) m/z za C23H18N5O3 [M+H]
+ izračunan: 412,1404; izmerjen: 
412,1396 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 1,89-2,00 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 
3.72-3,81 (m, 2H, CH2), 5,14 (s, 2H, CH2), 7,10-7,33 (m, 3H, 
Ar-H) 7,50-7,62 (m, 1H, Ar-H), 8,05-8,08 (m 2H, Ar-H), 8,42 
(d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,74 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 23.31, 26.21, 44.07, 48.45, 99.56, 113.61, 118.35, 
124.15, 126.15, 128.88, 129.31, 131.26, 132.88, 137.55, 155.78, 
156.33, 158.17, 165.50, 175.65 
HPLC tR = 9.317 min, 99.68 % čistost pri 254 nm 
 
4.9.3. Sinteza 3-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksoetil)izoksazolo[5,4-d]piriidin-4(5H)-ona (27) 
Spojino 27 smo poskušali sintetizirali iz spojine 21, ustreznega topila, NaH (1,2 ekv.), 
konice spatule BTEAC, KI (1,1 ekv.) in spojine A1 (1,2 ekv.), raztopljene v ustreznem 
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volumnu brezvodnega MeCN in brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-alkiliranja. 
Spojino 27 smo poskušali sintetizirati štirikrat, tako da smo dodajali različne količine 
izhodne spojine 21, vrsto in volumen topila ter spreminjali reakcijske pogoje, vendar nam 
kljub vsemu spojine 27 ni uspelo sintetizirati. 
Preglednica VI: Reaktanti, topila in reakcijski pogoji pri poskusu sinteze spojine 27 
Reagenti 1. 2. 3. 4. 
21 
33 mg,  
0,13 mmol, 
1 ekv. 
81 mg,  
0,31 mmol, 
1 ekv. 
81 mg,  
0,31 mmol, 
1 ekv. 
81 mg,  
0,31 mmol, 
1 ekv. 
Topilo 
2 mL MeCN in 
2 mL DMF 
4 mL MeCN in 
4 mL DMF 
7 mL DMF 7 mL DMF 
NaH 
4 mg, 
0,16 mmol, 
1,2 ekv. 
9 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv. 
9 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv. 
9 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv. 
BTEAC Konica spatule Konica spatule Konica spatule Konica spatule 
KI 
23 mg, 
0,14 mmol, 
1,1 ekv. 
57 mg, 
0,34 mmol, 
1,1 ekv. 
57 mg, 
0,34 mmol, 
1,1 ekv. 
57 mg, 
0,34 mmol, 
1,1 ekv. 
A1 
34 mg, 
0,16 mmol, 
1,2 ekv., 
v 0,5 mL DMF 
77 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv., 
v 1 mL DMF 
77 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv., 
v 1 mL DMF 
77 mg, 
0,37 mmol, 
1,2 ekv., 
v 1 mL DMF 
Reakcijski 
pogoji 
Brezvodni pogoji 
(Ar), 
preko noči, 
sobna T 
Brezvodni pogoji 
(Ar), 
preko noči, 
sobna T 
Brezvodni pogoji 
(Ar), 
preko noči, 
sobna T 
Brezvodni pogoji 
(Ar), 
1 ura, 60 °C, 
nato preko noči 
na 90 °C 
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4.9.4. Sinteza 3-(4-(benziloksi)fenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksoetil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (28) 
Spojino 28 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (22) (364 mg, 1,14 mmol, 1 ekv.), 
10 mL brezvodnega MeCN, 10 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH  (33 
mg, 1,37 mmol, 1,2 ekv.), KI (208 mg, 1,25 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A1 (287 mg, 1,37 
mmol, 1,2 ekv.), raztopljene v 2 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-
alkiliranja. Že med ekstrakcijo izpade čista oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem, 
zato čiščenje s kolonsko kromatografijo ni bilo potrebno. 
Molekulska masa 492,54 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  22% 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,60 
Tališče Ttališče = 200 – 202 °C 
HRMS (ESI) m/z za C29H25N4O4 [M+H]
+ izračunan: 493,1870; izmerjen: 
493,1864 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 1,90-1,99 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 
3,74-3,80 (m, 2H, CH2), 5,11 (s, 2H, CH2), 5,20 (s, 2H, CH2), 
7,16-7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,19-7,30 (m, 3H, Ar-H), 7,32-7,36 
(m, 1H, Ar-H), 7,38-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,46-7,50 (m, 2H, Ar-
H), 7,51-7,62 (m, 1H, Ar-H), 8,19-8,23 (m, 2H, Ar-H), 8,68 (s, 
1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 23.31, 26.20, 43.40, 48.39, 69.41, 99.29, 115.10, 
119.35, 124.15, 126.12, 127.61, 127.83, 128.00, 128.51, 128.59, 
128.85, 130.20, 136.65, 137.58, 155.37, 156.50, 158.82, 160.56, 
165.62, 175.36 
HPLC tR = 13.421 min, 95.04 % čistost pri 254 nm 
 46 
 
 
4.9.5. Sinteza 3-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksoetil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (29) 
Spojino 29 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (23) (199 mg, 0,64 mmol, 1 ekv.), 
7 mL brezvodnega MeCN, 7 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (18 mg, 
0,77 mmol, 1,2 ekv.), KI (116 mg, 0,70 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A1 (162 mg, 0,77 mmol, 
1,2 ekv.), raztopljene v 1 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-alkiliranja. Za 
izvedbo kolonske kromatografije smo uporabili MF EtOAc : n-heksan = 1 : 1. Na koncu 
smo izolirali le 1,5 mg produkta, kar je bilo premalo za analitiko in izvedbo testov. 
4.9.6. Sinteza 3-(4-bromofenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksoetil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (30) 
Spojino 30 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (24) (298 mg, 1,02 mmol, 1 ekv.), 
10 mL brezvodnega MeCN, 10 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (29 
mg, 1,22 mmol, 1,2 ekv.), KI (187 mg, 1,12 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A1 (256 mg, 1,22 
mmol, 1,2 ekv.), raztopljene v 2 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-
alkiliranja. Produkt smo očistili s prekristalizacijo iz acetona. 
Molekulska masa 465,31 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  53 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 1/1, V/V) = 0,29 
Tališče Ttališče = 184 – 186 °C 
HRMS (ESI) m/z za C22H18BrN4O3 [M+H]
+ izračunan: 465,0557; izmerjen: 
465,0556 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 1,87-2,00 (m, 2H, CH2), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH2), 
3,71-3,82 (m, 2H, CH2), 5,12 (s, 2H, CH2), 7,03-7,36 (m, 3H, 
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Ar-H), 7,48-7,61 (m, 1H, Ar-H), 7,75-7,83 (m, 2H, Ar-H), 8,15-
8,22 (m, 2H, Ar-H), 8,72 (s, 1H, Ar-H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 23.33, 26.22, 43.35, 48.45, 99.42, 124.17, 124.99, 
126.15, 126.24, 128.89, 130.53, 132.01, 137.58, 155.64, 156.42, 
158.51, 165.57, 175.55 
HPLC tR = 11.153 min, 98.99 % čistost pri 254 nm 
 
4.9.7. Sinteza 2-(3-(3,4-difluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)-N-(4-
nitrofenil)acetamida (31) 
Spojino 31 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (19) (162 mg, 0,65 mmol, 1 ekv.), 
7 mL brezvodnega MeCN, 7 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (19 mg, 
0,78 mmol, 1,2 ekv.), KI (120 mg, 0,72 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A2 (167 mg, 0,78 mmol, 
1,2 ekv.), raztopljene v 2 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-alkiliranja. 
Produkt smo očistili s prekristalizacijo iz mešanice EtOH in acetona. 
Molekulska masa 427,32 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  18 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,63 
Tališče Ttališče = 199 – 202 °C 
HRMS (ESI) m/z za C19H10F2N5O5 [M-H]
- izračunan: 426,0656; izmerjen: 
426,0656 
1H NMR (400 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 5,03 (s, 2H, CH2), 7,67 (dt, J1 = 10,5 Hz, J2 = 8,6 Hz, 
1H, Ar-H), 7,81-7,85 (m, 2H, Ar-H), 8,14-8,18 (m, 1H, Ar-H), 
8,24-8,27 (m, 2H, Ar-H), 8,39 (ddd, J1 = 11,8 Hz, J2 = 7,8 Hz, J3 = 
2,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,83 (s, 1H, Ar-H), 11,13 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – d6) 
δ(ppm) = 49.35, 99.42, 117.98 (d, JC-F = 19.9 Hz), 118.40 (d, JC-
F = 17.7 Hz), 118.99, 124.29 (dd, JC-F = 3.9 Hz, JC-F = 7.0 Hz), 
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125.17, 125.89 (dd, JC-F = 3.6 Hz, JC-F = 7.2 Hz), 142.62, 144.46, 
149.40 (dd, JC-F = 12.8 Hz, JC-F = 245.7 Hz), 151.20 (dd, JC-F = 
13.1 Hz, JC-F = 250.4 Hz), 155.69, 156.56, 157.59, 165.75, 175.56 
HPLC tR = 9.567 min, 99.36 % čistost pri 254 nm 
 
4.9.8. Sinteza 2-(3-(3-bromo-4-fluorofenil)-4-oksoizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)-
N-(4-nitrofenil)acetamida (32) 
Spojino 32 smo sintetizirali iz produkta prejšnje stopnje (23) (301 mg, 0,97 mmol, 1 ekv.), 
10 mL brezvodnega MeCN, 10 mL brezvodnega DMF, konice spatule BTEAC, NaH (28 
mg, 1,16 mmol, 1,2 ekv.), KI (177 mg, 1,07 mmol, 1,1 ekv.) in spojine A2 (249 mg, 1,16 
mmol, 1,2 ekv.), raztopljene v 2 mL brezvodnega DMF, po splošnem postopku N-
alkiliranja. Že med ekstrakcijo izpade čista oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem 
in sprali z Et2O, zato čiščenje s kolonsko kromatografijo ni bilo potrebno. 
Molekulska masa 488,23 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  78 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 
2/1, V/V) = 0,57 
Tališče Ttališče = 226 – 228 °C 
HRMS (ESI) m/z za C19H22BrFN5O5 [M+H]
+ izračunan: 488,0000; izmerjen: 
487,9996 
1H NMR (400 
MHz, DMSO – 
d6) 
δ(ppm) = 5,03 (s, 2H, CH2), 7,60 (t, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,80-
7,86 (m, 2H, Ar-H), 8,23-8,27 (m, 2H, Ar-H), 8,27-8,31 (m, 1H, 
Ar-H), 8,70 (dd, J1 = 6,8 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,83 (s, 1H, 
Ar-H), 11,15 (s, 1H, CONH) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO – 
d6) 
δ(ppm) = 49.36, 99.47, 108.62 (d, JC-F = 21.5 Hz), 117.51 (d, JC-F = 
22.9 Hz), 119.03, 125.03 (d, JC-F = 3.9 Hz), 125.19, 129.92 (d, JC-F 
= 8.2 Hz), 133.94, 142.66, 144.49, 155.70, 156.61, 157.37, 159.93 
(d, JC-F = 250.2 Hz), 165.81, 175.55 
HPLC tR = 10.177 min, 97.13 % čistost pri 254 nm 
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4.10. Sinteza N-(4-aminofenil)-2-(3-(3-bromo-4-fluorofenil)-4-
oksoizoksazil[4,5-d]-pirimidin-5(4H)-il)acetamida (33) 
  
Spojino 32 (1,14 g, 2,33 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 20 mL brezvodne ocetne kisline 
(ledocetu) in dodali cink (914 mg 13,98 mmol, 6 ekv.) ter mešali na električnem mešalu 2 
uri pri temperaturi 50 °C. Nato smo gretje ugasnili in reakcijsko zmes pustili mešati čez 
noč. Naslednji dan smo produkt iz reakcijske zmesi odfiltrirali z odsesavanjem in ga 
očistili s pomočjo kolonske kromatografije z uporabo MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1, pri 
kateri smo nečist produkt nanesli s pomočjo suhega nanosa. Frakcije, ki so vsebovale naš 
produkt, smo združili in topilo odstranili s pomočjo odparevanja pod znižanim tlakom.  
Molekulska masa 458,25 g/mol 
 
Izgled  Rjavi kristali 
Izkoristek  1 % 
TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,26 
Tališče Premajhna količina vzorca za določitev 
HRMS (ESI) m/z za C19H14BrFN5O3 [M+H]
+ izračunan: 458,0259; 
izmerjen: 458,0252 
1H NMR (400 MHz, δ(ppm) = 4,89 (s, 2H, NH2), 4,90 (s, 2H, CH2), 6,48-6,52 (m, 
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DMSO – d6) 2H, Ar-H), 7,19-7,23 (m, 2H, Ar-H), 7,60 (t, J = 8,7 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,30 (ddd, J1 = 8,6 Hz, J2 = 4,7 Hz, J3 = 2,2 Hz, 1H, 
Ar-H), 8.71 (dd, J1 = 6,7, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 8.79 (s, 1H, 
Ar-H), 10,07 (s, 1H, CONH) 
HPLC tR = 6.473 min, 95.23 % čistost pri 254 nm 
 
4.11. Sinteza 1-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-(4-hidroksi-3-(4-
hidroksifenil)-6,7-dihidroizoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)etan-1-
ona (34) 
 
Spojino 28 (81 mg, 0,16 mmol, 1 ekv.) smo pri sobni temperaturi raztopili v mešanici 15 
mL brezvodnega MeOH in 5 mL ledoceta, jo prepihali z argonom, nato pa dodali Pd (40 
mg, 0,38 mmol, 2,4 ekv.). Reakcijsko zmes smo nasitili s H2 in jo mešali na električnem 
mešalu pri sobni temperaturi čez noč (cca. 16 ur). Naslednji dan smo reakcijski zmesi 
dodali nekaj mL DKM in Pd odfiltrirali z odsesavanjem. Matičnico smo odparili pod 
znižanim tlakom, tako da je izpadel produkt, ki smo ga očistili s kolonsko kromatografijo z 
uporabo MF EtOAc : n-heksan = 2 : 1, nato EtOAc : n-heksan = 9 : 1 in na koncu smo 
kolono spirali še z MeOH. Nečist produkt smo na kolono nanesli s pomočjo suhega 
nanosa. Frakcije, ki so vsebovale naš produkt (Rf  (EtOAc/n-heksan) = 0,10), smo združili 
in topilo odstranili s pomočjo odparevanja pod znižanim tlakom in z masno spektrometrijo 
potrdili prisotnost produkta (HRMS (ESI): m/z za C22H23N4O4 [M+H]
+ izračunan: 
407,1714; izmerjen: 407,1710). Kljub čiščenju s kolonsko kromatografijo naš produkt ni 
dosegel ustrezne čistosti (po HPLC: tR =  5.167 min,  87.19 % čistost pri 254 nm), zaradi 
prenizke mase pa tudi dodatnega čiščenja nismo več mogli izvesti.  
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4.12. Sinteza 3-(4-(1H-tetrazol-5-il)fenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-
il)-2-oksoetil)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (35) 
K spojini 26 (152 mg, 0,37 mmol, 1 ekv.) smo dodali NaN3 (36 mg, 0,56 mmol, 1,5 ekv.), 
ZnBr2 (83 mg, 0,37 mmol, 1 ekv.) in 5 mL H2O ter mešali z električnim mešalom pri 
temperaturi refluksa (100 °C) preko noči. Naslednji dan smo v reakcijsko zmes dodali 10 
mL 4M HCl in 30 mL EtOAc ter mešali z električnim mešalom 10 minut. Nato smo dodali 
še 20 mL EtOAc in ekstrahirali. Vodno fazo smo sprali še z EtOAc (2 × 50 mL). Topilo iz 
združenih organskih faz smo nato odpareli pod znižanim tlakom, oborini, ki je izpadla, pa 
smo nato dodali 60 mL 0,2 M NaOH in z električnim mešalom mešali 1 uro. Dobili smo 
suspenzijo, zato smo oborino odfiltrirali z odsesavanjem (oborina 1). Matičnico smo nato 
nakisali s 4 M HCl (do pH = 1) in odfiltrirali z odsesavanjem oborino (oborina 2), ki smo 
jo nato sprali še s HCl. Zaradi majhne količine oborine 2, smo oborino 1 in 2 združili in 
nečist produkt očistili s kolonsko kromatografijo z uporabo MF EtOAc in na koncu smo 
kolono spirali še z MeOH. Nečist produkt smo na kolono nanesli s pomočjo suhega 
nanosa. Frakcije, ki so vsebovale naš produkt, smo združili in topilo odstranili s pomočjo 
odparevanja pod znižanim tlakom.  
Molekulska masa 454,45 g/mol 
 
Izgled  Beli kristali 
Izkoristek  15 % 
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TLC Rf  (EtOAc/n-heksan = 2/1, V/V) = 0,05 
Tališče Ttališče = 216 – 220 °C 
HRMS (ESI) m/z za C23H19N8O3 [M+H]
+ izračunan: 455,1575; izmerjen: 
455,1570 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 1,88-1,98 (m, 2H, CH2), 2,76 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 
CH2), 3,72-3,80 (m, 2H, CH2), 5,16 (s, 2H, CH2), 7,10-7,30 
(m, 3H, Ar-H), 7,50-7,62 (m, 1H, Ar-H), 8,13 (m, 2H, Ar-H), 
8,24-8,28 (m, 2H, Ar-H), 8,76 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H); 1H 
od tetrazola je izmenjan 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO – d6) 
δ(ppm) = 23.39, 26.31, 43.46, 48.55, 99.53, 124.25, 125.44, 
125.47, 126.04, 126.33, 128.86, 128.95, 134.91, 134.99, 
137.64, 155.58, 156.56, 159.32, 160.25, 165.76, 175.54 
HPLC tR = 7.480 min, 95.98 % čistost pri 254 nm 
4.13. Poskus sinteze 3-(4-ciklopropilfenil)-5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-
il)-2-oksoetil)izoksazol[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (36) 
 
K spojini 30 (0,20 g, 0,43 mmol, 1 ekv.) smo dodali boronsko kislino (1,3 ekv.), K3PO4 
(3,5 ekv.), ustrezen volumen tricikloheksilfosfina (20 % raztopina v toluenu), 0,1 mL H2O 
in 7 mL toluena, nato smo pod argonovo atmosfero dodali še Pd(OAc)2 in mešali z 
električnim mešalom pri 100 °C. Po treh urah smo razvili TLC, da bi preverili, ali je 
reakcija potekla. Ker reakcija ni potekla, smo jo ponovili. V drugem poizkusu sinteze smo 
še enkrat dodali reagente v prvotno reakcijsko zmes, s tem da smo povečali količini 
dodanega tricikloheksilfosfina in Pd(OAc)2. Po 3 urah smo razvili TLC, s katerega smo 
razbrali, da je reakcija potekla. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo in 
dodali 20 mL H2O ter ekstrahirali z EtOAc (2 × 20 mL). Nato smo združene organske faze 
sprali še z 20 mL nasičene raztopine NaCl in jih sušili z dodatkom Na2SO4. Sušilno 
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sredstvo smo nato odfiltrirali in EtOAc odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Nastali produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z uporabo MF EtOAc : n-heksan = 
1 : 1, pri kateri smo nečist produkt nakapljali na kolono, saj je bil v obliki olja. Frakcije, ki 
bi lahko vsebovale naš produkt, smo združili in topilo odstranili s pomočjo rotavaporja. 
Dobljenim produktom smo posneli masni spekter s pomočjo LC-MS, vendar noben od 
signalov ni ustrezal naši spojini (36). 
Preglednica VII: Količine dodanih reagentov pri sintezi spojine 36 
Reagent 1. 2. 
Boronska kislina 48 mg, 0,56 mmol, 1,3 ekv. 48 mg, 0,56 mmol, 1,3 ekv. 
K3PO4 321 mg, 1,51 mmol, 3,5 ekv. 321 mg, 1,51 mmol, 3,5 ekv. 
H2O 0,1 mL 0,1 mL 
Toluen 7 mL 7 mL 
Pd(OAc)2 5 mg, 0,02 mmol, 0,05 ekv. 10 mg, 0,04 mmol, 0,10 ekv. 
Pcy3 (20 % 
raztopina v 
toluenu) 
68,05 µL, 0,043 mmol, 0,1 ekv. 100 µL, 0,065 mmol, 0,15 ekv. 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
Splošna sintezna pot je sestavljena iz petih sinteznih stopenj, pri čemer smo tretjo stopnjo 
poskušali optimizirati. Pri nekaterih spojinah je po peti sintezni stopnji dodana še ena: 
redukcija (spojini 33 in 34), sinteza 1H-tetrazolnega obroča (spojina 35) in sinteza 
ciklopropilfenilnega derivata (spojina 36). Izhajali smo iz šestih komercialno dostopnih 
aromatskih aldehidov in na koncu dobili devet končnih spojin. 
5.1.1. SINTEZA SPOJIN 1-6  
Pri prvi stopnji smo iz ustreznega aromatskega aldehida sintetizirali oksim, ki je praviloma 
obstojna spojina. Omenjena reakcija poteče po mehanizmu nukleofilne adicije s sledečo 
eliminacijo, kar ponazarja Slika 8. Amin (NH2OH · HCl) deluje kot nukleofil, ki se veže na 
elektrofilni C-atom aldehida (karbonilno skupino). Temu sledi prenos protona in 
eliminacija vode. Reakcija je reverzibilna in poteka najbolje pri pH okoli 3 - 4 (41). K 
zniževanju pH je v našem primeru pripomogel NH2OH v obliki soli s HCl. Ustrezno 
topnost reagentov pa smo dosegli z uporabo kombinacije topil THF, EtOH in H2O. 
Izkoristek reakcij je bil zelo dober in je pri vseh sintetiziranih oksimih znašal nad 88 %.  
 
Slika 8: Mehanizem nastanka oksima. Prirejeno po (41). 
5.1.2. SINTEZA SPOJIN 7-12 
Pri naslednji sintezni stopnji smo iz oksimov sintetizirali imidoil kloride. Reakcija je 
potekla po mehanizmu elektrofilne substitucije, kot ga prikazuje Slika 9. Oksim se obnaša 
kot enol, vez C – H pa je polarizirana tako, da ima ogljik delno negativen naboj in lahko 
izpodrine elektrofilno izstopajočo skupino, to je atom klora na NCS (41). Kot topilo smo 
uporabili brezvodni DMF, ki je aprotično polarno topilo, saj bi prisotnost H2O, ki je 
potencialno boljši nukleofil od oksimovega C-atoma, lahko povzročila nastanek stranski 
produktov (hidroksisukcinimida in HCl). Sintetizirane imidoil kloride smo takoj uporabili 
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v naslednji sintezni stopnji, saj gre za nestabilne spojine, ki so občutljive na vlago in lahko 
zaradi samokondenzacije tvorijo polimere (42). 
 
Slika 9: Mehanizem nastanka imidoil klorida. Prirejeno po (43). 
5.1.3. SINTEZA SPOJIN 13-18 
Pri tretji stopnji splošne sintezne poti smo iz ustreznih imidoil kloridov sintetizirali 
izoksazol-4-karboksamide. To stopnjo smo poskusili tudi optimizirati, tako da smo 
uporabili različne baze, topila in reakcijske pogoje. Izbrani reagenti in reakcijski pogoji so 
primerjani v Preglednici V. Pri vseh treh postopkih smo za odcepitev šibko kislega protona 
iz α C-atoma 2-cianoacetamida uporabili močno bazo (NaOEt, NaH ali KHMDS), pri 
čemer nastane C-nukleofil. V naslednjem koraku zaradi napada C-nukleofila na ustrezen 
elektrofilen C-atom imidoil klorida poteče eliminacija kloridnega aniona, kot dobro 
izstopajoče skupine. Sledi ciklizacija in po tavtomeriji dobimo ustrezen produkt izoksazol-
4-karboksamid, kot je prikazano na Sliki 10. Prav tako smo vse tri postopke izvedli z 
uporabo brezvodnih topil in v brezvodnih pogojih, saj je voda konkurenčni nukleofil 2-
cianoacetamidu in bi s tem ovirala proces ciklizacije (44). Posebnost postopka A je bila »in 
situ« tvorba NaOEt iz Na in EtOH. Tukaj smo morali biti še posebej pazljivi, da ni bilo 
prisotne vode, saj ta burno reagira z Na, pri čemer nastajata NaOH in H2, ki je v zmesi s 
kisikom eksploziven. V primerjavi z uporabljenima bazama v postopkih B in C je NaOEt 
najšibkejša baza (pKa = 15,5) (45). V postopku B smo uporabili najmočnejšo bazo, in sicer 
NaH (pKa = 35) (46), med tem ko smo v postopku C uporabili srednje močno bazo 
KHMDS (pKa = 26) (47) v primerjavi z NaOEt in NaH. Sklepamo lahko, da je prav 
uporaba najmočnejše baze (NaH) pri postopku B pripomogla k najboljšim rezultatom 
(večji izkoristki in boljša čistost produktov). V Prilogi 1 so glede na sintezni postopek 
primerjani NMR spektri spojine 13, iz katerih je razvidno, da z uporabo postopka B 
dobimo najčistejši produkt. 
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Slika 10: Predlagani mehanizem nastanka izoksazol-4-karboksamida. Prirejeno po (44). 
5.1.4. SINTEZA SPOJIN 19-24 
Pri četrti stopnji sinteze smo iz ustreznih izoksazol-4-karboksamidov sintetizirali 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-one. Najprej nukleofilni dušik napade »aktivirani« C-
atom ortoestra z elektrofilnim značajem, ki ima v svoji strukturi tri dobro izstopajoče 
etoksi skupine. Pri tem se odcepi prva molekula EtOH, pri čemer poteče nukleofilna 
substitucija po SN2 mehanizmu. Nato se odcepi nova molekula EtOH in kot intermediat 
nastane imidni ester. Ta je podvržen intramolekularnemu napadu aminske skupine amida, 
nakar nastane cikliziran produkt, pri katerem pride še do eliminacije še zadnje molekule 
EtOH (41,48). Kot topilo smo uporabili Ac2O, ki ima tudi vlogo aktivatorja. Izkoristek 
reakcij je znašal med 6 in 32 %, kar je najverjetneje posledica tega, da je produkt topen v 
Ac2O. Zaradi visokega vrelišča Ac2O ga nismo mogli odstraniti z odparevanjem pod 
znižanim tlakom, zato smo z dodatkom 1M NaOH naš produkt poskušali izoboriti iz 
raztopine, vendar je na koncu še vedno nekaj produkta ostalo neizoborjenega.  
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Slika 11: Mehanizem nastanka izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Prirejeno po (48). 
5.1.5. SINTEZA SPOJINE A2 
Pri sintezi spojine A2 smo izhajali iz komercialno dostopnega 4-nitroanilina in kloracetil 
klorida. Reakcija je potekla po mehanizmu nukleofilne substitucije na sp2 hibridiziranem 
C-atomu (N-aciliranje), kot prikazuje Slika 12. Pri tem je nukleofilni dušik napadel sp2 
hibridiziran karbonilni C-atom, ki ima elektrofilni značaj. Na tak način nastane nestabilen 
tetraedičen intermediat. Kot stranski produkt nastaja HCl, zato za nevtralizacijo 
sproščenega protona dodamo v reakcijsko zmes CH3COONa. Hkrati s CH3COOH tvori 
tudi puferski sistem, ki vzdržuje ustrezen pH reakcijske zmesi in tako preprečuje, da bi se 
reakcija ustavila, ko bi HCl tvoril sol s preostalim aminom. Prisotnost stranskih produktov 
smo zmanjšali z dodatkom CH3COOH, ki usmerja reakcijo na močnejši elektrofil (sp2 
hibridiziran C-atom) in z dodatkom prebitka kloracetil klorida (izognemo se nastanku 
dimerov in trimerov) (41,49). Kljub temu pa so pri reakciji še vedno nastajali stranski 
produkti, saj je izkoristek reakcije znašal le 69 %. Tega bi lahko povečali, če bi reakcijo 
izvajali pri znižani temperaturi (0 °C), saj bi s tem še bolj usmerjali reakcijo na močnejši 
elektrofil.  
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Slika 12: Mehanizem sinteze spojine A2. Prirejeno po (49). 
5.1.6. SINTEZA SPOJIN 24-32 
Zadnjo stopnjo splošne sintezne poti predstavlja reakcija, ki je spet potekla po mehanizmu 
nukleofilne substitucije, le da tokrat na sp3 hibridiziranem C-atomu, zato govorimo o N-
alkiliranju. Najprej močna baza odcepi šibko kisel proton na amidni skupini 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, kar poveča nukleofilnost in omogoči reakcijo z α C-
atomom spojine A1 oz. A2, ki ima elektrofilen značaj. Ker po dodatku NaH nastaja 
natrijeva sol, ki je slabo topna v aprotičnem polarnem topilu, dodamo katalizator faznega 
prehoda BTEAC in tako olajšamo tvorbo C – N vezi (reakcijo alkiliranja). Reakcijo do 
željenega produkta smo usmerjali z uporabo brezvodnih topil, saj se na tak način izognemo 
vodi, ki je boljši nukleofil. Z dodatkom prebitka spojine A1 oz. A2 pa poizkušamo doseči 
čim bolj kvantitativni potek reakcije (41,49). Izkoristek reakcij je zelo variiral; od 1 % do 
78%. Nizek izkoristek pri spojini 29 (1 %) je najverjetneje posledica slabe topnosti izhodne 
spojine 23. Slaba topnost izhodne spojine 21 je prav tako najverjetneje vzrok neuspele 
sinteze spojine 27. Le-te nam kljub spremembi količine izhodne spojine 21, vrste in 
volumna topila ter spremembi reakcijskih pogojev ni uspelo sintetizirati.  
 
Slika 13: Mehanizem nastanka končnih spojin. Prirejeno po (49). 
5.1.7. SINTEZA SPOJIN 33 IN 34 
Da bi pridobili dodaten derivat, smo del končne spojine 32 uporabili še za sintezo spojine 
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33. Nitro (NO2) skupino spojine 32 smo reducirali do amino (NH2) derivata. Ustrezno 
selektivnost redukcije in mile pogoje smo zagotovili z izvedbo reakcije s pomočjo 
raztapljanja kovine (Zn) v kislini (brezvodna CH3COOH). Pri tem Zn deluje kot prenašalec 
elektronov, kislina pa kot vir protonov. Reakcija poteče po mehanizmu prikazanem na 
Sliki 14, pri čemer nastaja nitrozo in hidroksilaminski intermediat. V primeru, da ne bi 
uporabili dovolj močne kisline, bi se reakcija lahko ustavila na stopnji nitrozo intermediata 
(50). Izkoristek reakcije je znašal le 1 %, kar je lahko posledica nezadostno aktiviranega 
cinka ali težav s slabo topnostjo izhodnih spojin. 
 
Slika 14: Redukcija nitro skupine s cinkom. Prirejeno po (50). 
Tudi spojino 34 smo pridobili iz dela končne spojine 28, pri kateri smo izvedli redukcijo s 
pomočjo katalitskega hidrogeniranja. Pri tem smo s hidrogenolizo odstranili benzilni 
obroč, kot stranska reakcija pa je verjetno potekla tudi redukcija karbonilne skupine 
laktama na mestu 4 oz. dvojne vezi njegove tavtomerne oblike (laktima) pirimidin-4(5H)-
ona (glede na dobljeni masni spekter). Za katalitsko hidrogeniranje je značilno, da poteka v 
vodikovi atmosferi ob prisotnosti katalizatorja. To je lahko dobro uprašena kovina (Pd, Pt, 
Ni) ali t.i. skeletni katalizator (paladij na ogljiku), katerega smo uporabili tudi mi. Pri 
izvajanju reakcije smo morali biti še posebej pozorni, da ni prisotnega kisika, saj ta zaradi 
velike specifične površine Pd/C lahko povzroči eksplozijo H2. Kljub čiščenju s kolonsko 
kromatografijo za spojino 34 nismo uspeli doseči ustrezne čistosti (le 87.19 % čistost po 
HPLC), zaradi premajhne količine vzorca pa dodatnega čiščenja nismo več mogli izvesti. 
5.1.8. SINTEZA SPOJINE 35 
Del končne spojine 26 smo nadalje uporabili še za sintezo 1H-tetrazolnega derivata s 
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pomočjo Sharpless-ove metode. Pri tem smo uporabili Lewisovo kislino (ZnBr2), ki deluje 
kot katalizator, saj se cink koordinira z nitrilnim dušikom in zniža aktivacijsko energijo ter 
tako olajša nukleofilen napad azida (51). Izkoristek reakcije je znašal le 15 %, kar je lahko 
posledica prenizke temperature (v literaturi: 100 – 170 °C) in stranskih reakcij. 
 
Slika 15: Potencialna intermediata po koordinaciji cinka z nitrilnim dušikom. Ligand (L) je lahko voda ali 
bromidni ion. Prirejeno po (51). 
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5.2. REZULTATI IN KOMENTAR BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Vsem devetim čistim končnim spojinam (25, 26, 28-33, 35) smo s pomočjo biokemijskega 
testiranja določili zaviralno aktivnost na encimu IDO1. Pri tem smo vsem spojinam najprej 
na osnovi merjenja fluorescence modificiranega produkta encimske reakcije določili 
rezidualno aktivnost (RA) po Enačbi 1 pri 100 µM zaviralca. RA nam pove, kako močan 
zaviralec encima je neka določena spojina, in sicer manjša kot je vrednost RA, močnejši 
zaviralec je. Spojinam, ki so imele RA ≤ 50 % smo izračunali še srednjo zaviralno 
koncentracijo (IC50), ki predstavlja koncentracijo spojine, ki je potrebna za 50 % zaviranje 
encima in vitro. Izračunane IC50 vrednosti so temeljile na RA pri 6 ali 7 različnih 
koncentracijah zaviralca, ki so bile v razponu med 0,3 µM in 200 µM. Rezultati so 
predstavljeni v Preglednici VIII. 
Preglednica VIII: Rezultati biokemijskega testiranja končnih sintetiziranih spojin 
Oznaka spojine Struktura spojine 
rhIDO1 
RA [%] pri 100 µM ali IC50 [µM]  
25 
 
66,4 % 
26 
 
110,5 %  
(avtofluorescenca) 
28 
 
95 % 
29 
 
57,5 % 
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30 
 
68,0 % 
31 
 
68,5 µM 
32 
 
96,4 µM 
33 
 
73,6 µM 
35 
 
219,3 %  
(avtofluorescenca) 
 
Iz preglednice lahko razberemo, da sta se na testiranju najslabše odrezali spojini 26 in 35, 
ki imata vrednost RA večjo od 100 %. To je posledica avtofluorescence, saj sta spojini 
zaradi svoje strukturne narave (konjugirane dvojne vezi v aromatskem sistemu) 
najverjetneje interferirali z detekcijsko metodo (merjenjem fluorescence), zato je bila 
intenziteta fluorescence lažno višja, posledično pa je lažno višja tudi RA.  
Od devetih končnih spojin so tri spojine v dovolj veliki meri zavirale encim (RA ≤ 50 %), 
da jima je bilo smiselno določili IC50. To so bile spojine 31, 32 in 33, ki so si tudi 
strukturno zelo podobne. Iz tega lahko sklepamo, da je za zaviralno delovanje najugodneje, 
če je na amidni dušik preko acetamidnega distančnika vezana nitrobenzenska skupina ali 
njena reducirana oblika (anilinska skupina). Slabše so se odrezale spojine, ki so na amidni 
dušik preko distančnika imele vezan dihidrokinolinski obroč. Njihovo šibkejše zaviralno 
delovanje v primerjavi s spojinami z nitrobenzensko ali anilinsko skupino je najverjetneje 
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posledica tega, da lahko nitrobenzenska in anilinska skupina tvorita dodatne vodikove vezi 
z aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu encima. Vse tri spojine imajo na mestu 3 tudi 
fenilni obroč, ki je substituiran z dvema halogenoma. Razlikujejo se le po substituciji na 
mestu meta, kjer je pri spojini 31 vezan fluor, pri spojini 32 in 33 pa brom. Ker se je kot 
najmočnejši zaviralec izkazala spojina 31, je očitno za zaviranje encima najugodnejša 
difluoro substitucija fenilnega obroča. Lahko, da je razlog v močnejši polarizaciji in 
posledično možnosti tvorbe močnejših dipolnih interakcij in van der Waalsovih vezi. Je pa 
razlika v vrednostih IC50 med spojino spojini 31 in 32 vseeno precej majhna. 
 
Slika 16: Reprezentativna krivulja določanja IC50 s pomočjo programa GraphPad Prism za spojino 31. 
Spojino 31, ki je izkazala najmočnejše zaviralno delovanje, smo sidrali v aktivno mesto 
encima IDO1 in tako poskušali določili potencialne interakcije, ki jih tvori z aktivnim 
mestom in tako potrditi zgoraj omenjene napovedi interakcij. Na Sliki 17 je z nežno zeleno 
barvo predstavljena vijačnica encima in aminokislinski ostanki, roza barva pa predstavlja 
hem. Z vijolično barvo je predstavljena spojina 31, z rdečo koordinacijska vez z Fe2+ iz 
hema, z zeleno so predstavljene vodikove vezi in s sivo barvo hidrofobne interakcije. Kot 
lahko vidimo je program PLIP napovedal kar nekaj interakcij, in sicer vodikovi vezi med 
spojino in aminokislinskima ostankoma Gly in Ala ter hidrofobne interakcije med spojino 
in Tyr, Phe, Leu in Ala.  
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Slika 17: Sidranje spojine 31 v aktivno mesto encima IDO1 
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6. SKLEP 
IDO1 predstavljajo atraktivno tarčo v imunoterapiji raka, saj z zaviranjem njegovega 
delovanja delujemo imunomodulatorno in tako vplivamo na nadaljnji razvoj raka.  
V okviru magistrske naloge nam je od načrtovanih 12 derivatov 3-fenilizoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-ona uspelo sintetizirati devet. Od tega so le tri končne spojine izkazale 
dovolj veliko zaviralno delovanje, da jim je bilo smiselno izračunati vrednosti IC50. Kot 
najmočnejši zaviralec encima IDO1 se je izkazala spojina 31 z vrednostjo IC50 68,48 µM. 
S tem smo uspeli potrditi prvo hipotezo, saj nam je uspelo sintetizirati vsaj en zaviralec z 
vrednostjo IC50 v nizkem mikromolarnem območju.  
Zaviralno delovanje končnih spojin bi bilo potrebno preveriti še z drugo metodo, saj smo 
pri nekaterih spojinah opazili pojav avtofluorescence, zaradi česar nismo dobili realnih 
vrednosti RA.  
Potrdili smo tudi drugo hipotezo, saj smo izboljšali izkoristek sinteze osnovnega skeleta 3-
arilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Uspelo nam je optimizirati tretjo stopnjo splošne 
sintezne poti (sinteza izoksazol-4-karboksamida), kjer smo ugotovili, da je namesto NaOEt 
bolje uporabiti močnejšo bazo, kot je na primer NaH. Po optimiziranem postopku smo 
dobili čistejše produkte in višje izkoristke. Prav tako smo z optimiziranim postopkom 
prihranili na času, saj in situ sinteza NaOEt ni bila potrebna. Zadnje stopnje celotne sinteze 
pri spojini 27 nam ni uspelo optimizirati, prav tako nam ni uspelo sintetizirati spojine 36. 
Najverjetneje je to posledica slabe topnosti spojin. V prihodnje je smiselno preučiti, na 
kakšen način bi se lahko izboljšala topnost omenjenih spojin. Prav tako ima splošna 
sintezna pot še vedno nekaj prostora za izboljšave, saj so izkoristki spojin še vedno 
relativno nizki. 
Rezultati našega magistrskega dela predstavljajo pomemben doprinos za nadaljnje 
raziskave na področju iskanja novih zaviralcev encima IDO1 kot protitumornih učinkovin, 
saj je trenutno še vedno odprto vprašanje, ali obstaja zaviralec encima IDO1, ki mu bo kot 
prvemu uspelo prestati vse klinične študije in posledično preboj na tržišče.  
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8. PRILOGE 
Priloga 1: Primerjava NMR spektrov spojine 13 glede na vrsto sinteznega postopka. 
 
 
